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in skrben pregled doktorske naloge.
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Povzetek
Listeriolizin O je prav poseben predstavnik družine od holesterola odvisnih
citolizinov, katerega stabilnost je odvisna od pH in temperature. V bioloških sistemih
je to ključna lastnost, ki pomaga bakteriji Listeria monocytogenes, da se širi po
gostiteljevem organizmu. LLO je aktiven pri nizkem pH znotraj gostiteljevega
fagolizosoma, kar omogoča bakteriji pobeg, medtem ko pri fiziološkem pH in
temperaturi 37 °C hitro agregira. Namen doktorskega dela je bil natančneje preučiti
mehanizem, s katerim LLO deluje na lipidne membrane ter te lastnosti uporabiti za
aplikacije v sistemih z vezikli.
Vpliv LLO na lipidne membrane smo preučevali s pomočjo modelnih membranskih
sistemov, GUV-ov, z metodama pretočne citometrije in konfokalne fluorescenčne
mikroskopije. Prǐsli smo do ugotovitev, da LLO poškoduje membrane, ki vsebujejo
zadostno količino holesterola, v tolikšni meri, da vodi do propada veziklov.
V biološkem sistemu to pomeni, da uničujoč učinek LLO vodi do propada
fagolizosomov, kar omogoči bakteriji pobeg. Do zanimivega odkritja smo prǐsli tudi
pri poskusih vezave LLO na arheosome, kjer se je LLO lahko vezal na arheosome,
sestavljene izključno iz arhejskih lipidov. To kaže na to, da LLO poleg holesterola
lahko prepoznava dodatno vezavno mesto na membranah, najverjetneje sladkor na
glavah arhejski lipidov.
S sintezno biološkimi pristopi smo poskusili pripraviti modelne sisteme, ki bi se
specifično odzivali na spremembe v okolju z aktivacijo LLO in sproščanjem vsebine
veziklov. Uspelo nam je pripraviti zelo velike umetne vezikle iz arhejskih lipidov,
znotraj katerih smo z IVTT uspeli proizvesti fluorescenčne fuzijske proteine z LLO
oziroma Y406A. To je pomemben dosežek pri razvoju stabilneǰsih membran umetnih
celic in korak naprej pri uporabi CDC-jev v takšnih sistemih. Sistem, ki je bil
sposoben specifičnega odzivanja na spremembe v okolju, smo pripravili z uporabo
proteinskih logičnih vrat na membrani veziklov. Uporabili smo od pH odvisen mutant
LLO Y406A ter njegov inhibitor DARPin D22. Uspeli smo pripraviti sistema z dvema
različnima logičnima funkcijama. AND logična vrata so pogojevala delovanje Y406A
s prisotnostjo nizkega pH ter MMP-9. Slednja je bila potrebna za cepitev D22 is
površine veziklov. OR-AND logična vrata so aktivirala tvorbo por Y406A ob cepitvi
D22 is površine veziklov z reducentom TCEP ali proteazo MMP-9, in zakisanju
okolice. Sintezno biološke sisteme, ki smo jih razvili, bi bilo možno uporabiti kot
naprave za in vitro in in vivo dostavo, detekcijo, diagnostiko in kot ogrodje za
nadaljnji razvoj umetnih celic ter membranskih sistemov z logičnimi vrati.




Synthetic biology approach for elucidating molecular mechanism of
listeriolysin O pore formation and its use
Listeriolysin O is a special member among the chlesterol-dependent cytolysins, as
its stability is pH and temperature dependent. This is crucial for its biological role in
supporting the spread of bacteria Listeria monocytogenes in the host organism. LLO
is active at low pH within the phagolysosome of the host organism, which allows
bacteria to escape, and on the other hand, LLO aggregates at a phisiological pH
and temperature of 37 °C. The aim of the dissertation was to further elucidate the
mechanism of LLO action on lipid membranes and to use it in applications including
vesicle systems.
We investigated the effect of LLO on lipid membranes with membrane model
systems, GUV-s, by flow cytometry and fluorescent confocal microscopy. We found
that LLO damages membranes containing sufficient amount of cholesterol to such an
extent that it leads to destruction of vesicles. In biological systems, this means that
the effect of LLO leads to the destruction of phagolysosomes, allowing the bacteria
to escape. An interesting discovery was that LLO was able to bind to archaeosomes
without cholesterol, which means that in addition to cholesterol, LLO has additional
binding sites on the membranes, most likely sugars on the lipid heads of archaeal
lipids.
We used synthetic biology approaches to develop model systems that specifically
activate LLO action and release vesicles cargo in response to environmental changes.
We established the preparation of huge artificial vesicles composed of archaeal lipids
with IVTT of fluorescent fusion proteins with LLO or Y406A inside GUV-s. This
represents an important achievement in the development of stable membranes of
artificial cells and a step forward in the use of CDC-s in such systems. We designed
a system that cant specifically respond to environmental changes by placing protein
logic gates on vesicle membranes. We used pH-dependent LLO mutanate Y406A
and its inhibitor DARPin D22. We were able to design systems with two different
logic functions. AND logic gates activated Y406A pore formation at low pH and in
the presence of MMP-9, which cleaved D22 from the vesicle membrane. OR-AND
logic gates activated Y406A pore formation upon cleavage of D22 from the vesicle
membrane by the reducing agent TCEP or protease MMP-9 and the acidification of
the environment. The developed synthetic biology systems could be used as devices
for in vitro and in vivo delivery, detection and as a framework for the further
development of artificial cells and membrane systems with logic gates.
Keywords: listeriolysin O, pores, GUV, protein logic gates, synthetic biology
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1.3.2 Celični odzivi, pogojeni z LLO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.4 Membrane in lipidi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
1.4.1 Medsebojno vplivanje med membranami in proteini . . . . . . . . . . 9
1.4.2 Modelni membranski sistemi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.4.2.1 GUV-i . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.4.2.2 Arheosomi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
vii
viii Kazalo
1.5 Sintezna biologija . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.5.1 Membranska sintezna biologija . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.5.1.1 Membranski proteini . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.5.1.2 Umetne celice . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
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3.2.3 Izolacija in čǐsčenje proteinov . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3.2.3.1 Razbijanje bakterijskih celic z ultrazvokom ter
priprava vzorcev . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
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4.1.2 Permeabilizacija GUV-ov z LLO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
4.1.3 Interakcije LLO z arhejskimi lipidi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
4.2 IVTT v GUV-ih . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
4.2.1 Testiranje aktivnosti proteinskih konstruktov po IVTT . . . . . . . 51
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13 Hidrodinamski radiji fluorescenčnih dekstranov . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
14 Seznam testiranih proteinskih konstruktov po IVTT . . . . . . . . . . . . . . . 53
xiii
xiv Seznam simbolov in okraǰsav
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Uvod
1.1 Toksini, ki tvorijo pore
V naravi obstaja veliko različnih proteinov z najrazličneǰsimi funkcijami. Med njimi
so za delovanje celic in posledično organizmov izredno pomembni membranski
proteini. Nekateri so prisotni v membranah ves čas, drugi pa interagirajo z
membranami zgolj občasno, npr. kot virulentni dejavniki patogenih organizmov.
Takšni so tudi proteini, ki tvorijo pore (PFP, angl. pore forming proteins).
PFP-je proizvajajo organizmi iz vseh kraljestev, z namenom obrambe ali napada
gostiteljskih celic z nastajanjem por v tarčnih membranah. Permeabilizacija
membrane poruši celično homeostazo in omogoči nekontroliran prehod snovi skozi
membrano [1]. Velik del PFP-jev predstavljajo toksini, ki naredijo pore (PFT, angl.
pore forming toxins). Največjo in najbolj opredeljeno družino PFT-jev predstavljajo
bakterijski toksini. Zelo dobro so opisani tudi nekateri evkariontski PFT-ji, kot na
primer aktinoporini [2]. PFT-je lahko uvrstimo v dve veliki skupini, α-PFT-je in
β-PFT-je. Razvrščeni so glede na njihovo sekundarno strukturo domen, ki prehajajo
membrano in naredijo α-vijačnico ali β-sodček. Do sedaj je poznanih 6 družin, in
sicer tri družine α-PFT-jev in tri družine β-PFT-jev (Tabela 1) [3].
Skupno vsem PFT-jem je, da so v raztopini monomeri, po vezavi na membrano
in oligomerizaciji pa se njihova zgradba močno spremeni, da lahko naredijo
transmembranske pore. Mnogi za vezavo na membrano prepoznajo specifične
receptorje (sladkorje, lipide ali proteine), preko katerih se vežejo na tarčno celico.
Povǐsana koncentracija proteinov na površini membrane omogoči oligomerizacijo
proteinov, čemur sledi preureditev v zgradbi proteinov in vgraditev v membrano.
Čeprav imajo PFT-ji podoben osnovni mehanizem nastanka por ter so si nekateri
predstavniki tudi zelo podobni v zgradbi, pa so značilnosti por lahko zelo različne.
Nastanek por v membrani vedno vodi v povečano permeabilnost membrane, vendar
pa se pore razlikujejo po velikosti molekul, ki lahko potujejo skozi membrano ter
lahko povzročajo različne celične odzive [3, 4].
PFT-ji so poleg raziskovanja zanimive biološke vloge atraktivni tudi za uporabo
v biotehnologiji. Ker so zelo imunogeni, so odlični kandidati pri pripravi cepiv [5],
in ker imajo funkcijo uničevanja celic, so uporabni v terapijah proti raku [6, 7].
Proteinske nanopore so zelo stabilne v membranah in imajo zelo specifične lastnosti
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Tabela 1: Seznam družin in predstavnikov PFT-jev
Razred Družina Predstavniki
α-PFT kolicini kolicin E1, kolicin Ia, kolicin A, kolicin N
α-PFT aktinoporini ekvinatoksin II, stiholizin II, fragaceatoksin C
α-PFT ClyA citolizin A, ne-hemolitičen tripartitni
enterotoksin, hemolizin B
β-PFT hemolizini α-hemolizin, γ-hemolizin, lekocidini, nekrotočni
enteritis toksin B, δ-toksin, V. cholerae
citolizin, V. vulnificus hemolizin
β-PFT aerolizini aerolizin, α-toksin, hidralizin, ε-toksin,
enterotoksin, hemolitični lektin, lizenin
β-PFT CDC-ji listeriolizin O, perfringolizin O, suilizin,
intermedilizin, lektinolizin, antrolizin O,
streptolizin O, inerolizin, vaginolizin
pore, kar omogoča njihovo uporabo za detekcijo molekul [8, 9]. S proteinskimi
nanoporami je možno določiti zaporedja nukleinskih kislin [10] (Slika 1a) ter zaznati





Slika 1: Primeri uporabe proteinskih nanopor. a) Določanje zaporedij DNA skozi nanoporo.
b) Detekcija posameznih aminokislin skozi nanoporo. c) Detekcija posameznih molekul, ki
potujejo skozi nanoporo, poteka z merjenjem spremembe v toku ob potovanju molekul skozi
poro.
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1.1.1 Od holesterola odvisni citolizini
Od holesterola odvisni citolizini (CDC, angl. cholesterol-dependent cytolysins)
so največja družina β-PFT-jev z več kot 40 znanimi predstavniki, ki izhajajo
skoraj izključno iz Gram-pozitivnih bakterij. CDC-ji naredijo ene izmed največjih
proteinskih por, saj lahko njihov premer preseže tudi 50 nm [1]. Prvi identificiran in
opisan CDC je bil streptolizin O. Takšno ime je dobil, ker izvira iz bakterijskega
seva Streptococcus in zaradi občutljivosti na kisik [12]. Podobno so s končnico
O imenovali tudi ostale predstavnike CDC-jev, ki so za aktivnost potrebovali
reducirajoče okolje. Prvi CDC z določeno tridimenzionalno atomsko zgradbo
je bil perfringolizin O (PFO), ki velja kot modelni CDC za primerjavo pri
raziskovanju ostalih CDC-jev [13]. Danes so znane še zgradbe številnih drugih
CDC-jev, intermedilizina [14,15], antrolizina [16], suilizina [17], streptolizina O [18],
listeriolizina O [19], pneumolizina [20], vaginolizina [15] in desulfolizina [21].
Predstavniki CDC-jev imajo podobno osnovno zgradbo, ki jo lahko razdelimo na
štiri domene (Slika 2). Domena 4 je najbolj ohranjena med CDC-ji in je odgovorna za
vezavo na tarčno membrano preko receptorja. Večina CDC-jev za vezavo in nastanek
por v membranah potrebuje holesterol, le intermedilizin, lektinolizin in vaginolizin
potrebujejo za vezavo poleg holesterola še receptor CD59 [15, 22, 23]. Po vezavi
monomeri na membrani naredijo stabilne dimere, ki se nato uredijo v oligomerne
predporne strukture [24]. Predporna struktura je definirana kot oligomerni kompleks
membransko vezanih monomerov, preden se vgradijo v membrano. Ko je predpora
dokončana, se strukturno preuredi v poro. Pri nastanku pore vsak monomer prispeva
dve amfipatični β-lasnici (TMH, angl. transmembrane β-hairpin), ki nastaneta iz
dveh snopov α-vijačnic v domeni 3. Da se predpora lahko preuredi v poro je
potrebna porušitev stika med D3 in D1,2. Porušitev tega stika omogoči, da se snopi
α-vijačnic razvijejo in ponovno zvijejo v β-lasnice [25]. Pri preučevanju proteina
PFO so odkrili, da nabiti aminokislini E183 ter K336 v D3 tvorita elektrostatsko
interakcijo, solni mostiček, ki prispeva prosto energijo za porušitev stika med D3 in
D1,2 [26]. Da ti dve aminokislini lahko prideta dovolj skupaj za tvorbo interakcije v
predpori, je najverjetneje potrebno, da se D3 nagne za 30 °, kar omogoča interakcija
med aminokislinama Y181 in F318. Kooperativno se β-lasnice uredijo in vgradijo
v membrano kot β-sodček. Predporni kompleks se vertikalno sesede za 4 nm pri
nastanku pore [27]. Tako nastane pora CDC-jev in je največja do sedaj poznana
toksinska pora [28–30].
1.2 Listeria monocytogenes
L. monocytogenes je Gram-pozitivna bakterija, ki so jo odkrili leta 1926 [31] in je
zelo razširjena v okolju. Z zaužitjem hrane okužene z L. monocytogenes, slednja
postane fakultativni znotrajcelični patogen. L. monocytogenes v prvi vrsti okužuje







Slika 2: Shema nastanka por CDC-jev. Na levi strani je model zgradbe listeriolizina O (PDB:
4CDB). a) Monomer vezan na membrano. Štiri domene so označene z ’D’ in pripadajočo
številko domene. b) Monomeri urejeni v oligomerni kompleks. c) Nastanek pore, pri čemer
se se β-lasnice iz D3 uredijo in vgradijo v membrano kot β-sodček.
Okužba z bakterijo lahko zaradi zmožnosti prečkanja krvno-možganske bariere vodi
do huǰsih posledic, kot so splav pri nosečnicah, rojstvo mrtvega otroka, meningitisa,
sepse ali celo smrti [32]. Ko je organizem ponovno okužen, pa se aktivira odgovor
pridobljenega imunskega sistem, ki omogoči zaščito pred nadaljnjimi infekcijami.
Poleg močnega odgovora pridobljenega imunskega odziva ter aktivacije odziva s
citokini, ki aktivira antigen predstavljajoče celice (APC, angl. antigen presenting
cell), ima L. monocytogenes zmožnost razmnoževanja v citosolu APC. Da lahko
pride v citosol gostiteljskih celic, mora L. monocytogenes najprej uiti iz fagolizosoma,
kar si omogoči z izločanjem virulentnega dejavnika listeriolizina O (LLO) [33,34]. V
citosolu se L. monocytogenes podvojuje in proizvaja faktor nukleacije aktina (ActA),
kar ji omogoči znotrajcelično premikanje ter naredi sekundarne vakuole, izbokline
v sosednje celice. Slednje so objete z dvojno membrano, iz katere s pomočjo LLO
ponovno uide v citosol in se na ta način širi v sosednje celice [35,36].
L. monocytogenes je zaradi dobrega poznavanja genoma in zmožnosti kultivacije
v laboratoriju postala modelni organizem za znotrajcelične bakterijske patogene.
Desetletja raziskav o imunogenosti L. monocytogenes so vodila do odkritij kako
se lahko L. monocytogenes uporabi kot platformo za cepiva pri zdravljenju raka z
imunoterapijo [37–40]. Do danes je že več kot 10 zdravil v fazi kliničnega testiranja,
na primer Lm-LLO-E7 za zdravljenje raka materničnega vratu [41].
1.3 Listeriolizin O
Listeriolizin O (LLO) je glavni virulentni dejavnik bakterije L. monocytogenes, ki
povzroča številne in najrazličneǰse učinke na gostiteljske celice in je tako pridobil
naziv ”Švicarski vojni nož Listerije” [42]. LLO je PFT, ki pripada družini CDC-jev.
LLO je v primerjavi z drugimi CDC-ji poseben v tem, da je njegovo stabilnost in
posledično aktivnost regulirata pH in temperatura. LLO v strukturi vsebuje kislo
triado aminokislin, ki služijo kot pH senzor. Tako pH senzor pri temperaturi nad
30 °C in nevtralnem pH sproži agregacijo proteina, medtem ko je njegova aktivnost
ohranjena v kislem pH fagolizosoma [43, 44]. Kljub temu pa je vse več dokazov, da
je LLO aktiven, še preden bakterija vstopi v fagolizosom gostiteljske celice, torej je
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LLO aktiven na zunanji strani plazemske membrane pri manj optimalnih pogojih
v nevtralnem pH [45, 46]. Pri tem je zanimivo, kako bakterija L. monocytogenes
uravnava količino LLO znotraj oziroma zunaj celic. LLO kodira gen hly, ki je
na ravni transkripcije uravnavan predvsem s pozitivnim regulatornim faktorjem
A (PrfA). Na aktivnost oziroma izražanje PrfA vplivajo številni dejavniki, med
njimi so temperatura, vir ogljika, faza rasti bakterije in okoljski stres. Pri tem je
temperatura še posebej pomembna, saj pogojuje, da se PrfA izraža pri temperaturi
nad 30 °C, torej znotraj gostiteljevega organizma [47]. Poleg tega je tudi promotor
gena hly bolj aktiven znotraj gostiteljske celice. To je neodvisno od PrfA in potrebuje
za regulacijo 5’UTR gena hly, vendar mehanizem tega uravnavanja še ni uspeli
povsem pojasniti [48]. Rezultati raziskav so pokazali, da se izražanje LLO povǐsa pri
vǐsjih koncentracijah glukoze, kar gre pripisati spremembi (znižanju) pH v rastnem
mediju [49].
Posebnost LLO v primerjavi z ostalimi CDC-ji je prisotnost PEST-zaporedja, ki ga
LLO vsebuje na N-koncu proteina (aminokisline 39–51 v domeni 1). PEST-zaporedje
je vključeno v med-molekulske interakcije ter predstavlja regulatorni element, ki
znotrajcelično preprečuje, da bi LLO naredil pore v plazemski membrani in s tem
povzročil celično smrt. L. monocytogenes uravnava produkcijo LLO s kontrolnimi
elementi znotraj zaporedja PEST na ravni mRNA [50, 51]. LLO je enoverižni
protein iz 529 aminokislin in molekulsko maso 58,6 kDa. Prvih 25 aminokislin na
N-koncu predstavlja signalno zaporedje. Zrel protein, ki ga bakterija izloči, je tako
sestavljen iz 504 aminokislin in ima maso 55,8 kDa [52]. LLO je podoben drugim
CDC-jem v tem, da je sestavljen iz štirih strukturnih domen (D1 - D4) ter da je D4
odgovorna za vezavo na membrano. Najprej je veljalo, da je pri CDC-jih za vezavo
na holesterol v membrani ključen undekapeptid (z aminokislinskim zaporedjem
ECTGLAWEWWR), saj mutacije v tej regiji onemogočijo nastanek por [53]. Kasneje
so odkrili, da je undekapeptid potreben le za pravilno strukturno ureditev proteinov,
za vezavo na holesterol pa naj bi bil odgovoren treonin-leucinski par [28]. Konkretno
pri LLO še niso uspeli pokazati, katere aminokisline so ključne za prepoznavo
holesterola in vezavo na membrano. Znano pa je, da pri LLO triptofani niso direktno
vključeni pri vezavi holesterola v raztopini, a imajo pomembno vlogo pri interakcijah
z membrano (W512) in oligomerizaciji (W189 in W489) [54]. Pri LLO sta D2 in D4
povezani preko D1, ki proteinu daje potrebno fleksibilnost. D3 je povezana z D1
in vsebuje dva snopa α-vijačnic, ki se ob nastanku por preuredita v β-lasnici, tako
da je na koncu pora v obliki β-sodčka (Slika 2). Natančen mehanizem nastanka
por LLO še ni povsem razjasnjen. Opazili pa so, da LLO naredi zelo različne pore.
Pore v obliki obroča LLO naredi na bolj urejenih membranah, sestavljenih iz POPC
(1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholin) in holesterola [55]. Po drugi strani pa
LLO lahko naredi tudi pore v obliki lokov, predvsem na bolj fluidnih membranah,
sestavljenih iz DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoholin) in holesterola. Pore v
obliki lokov (polkrogov) so manǰse in imajo več šuma pri meritvah električne
prevodnosti skozi pore [44], a so kljub temu funkcionalne [56].
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1.3.1 Listeriolizin O Y406A
Divji tip LLO je zaradi pH odvisne stabilnosti eden izmed bolj zanimivih CDC-jev.
Še dodatno regulacijo delovanja LLO pa lahko dosežemo z inženiringom proteina in
vnosom mutacij. Eden izmed načrtovanih mutantov je listeriolizin O Y406A (kraǰse
Y406A), ki ima na mestu 406 zamenjavo aminokisline tirozin v alanin (Slika 3).
Y406A ima alosterični vpliv na pH senzor in s tem je Y406A od pH odvisen tudi
pri temperaturi pod 30 °C. Y406A je aktiven zgolj v okolju s kislim pH, medtem
ko se na membrano veže tudi pri bazičnem pH in ga je možno naknadno aktivirati.
Zanimiv je za biotehnološko uporabo, saj omogoča kontrolirano sproščanje molekul




Slika 3: Tridimenzionalna zgradba mutanta LLO Y406A. Z rdečo je označen aminokislinski
ostanek Y406, pri katerem je bila vnesena mutacija v alanin. Z rumeno so označeni
aminokislinski ostanki kisle triade oziroma pH senzorja.
1.3.2 Celični odzivi, pogojeni z LLO
Poleg uničujočega učinka na membrane pa ima LLO tudi številne druge vplive
na celice (Slika 4). LLO je pomemben bakterijski dejavnik pri pobegu iz
gostiteljske vakuole. Bakterija strogo nadzoruje izražanje LLO v zunajceličnem
okolju, saj bi prekomerno izražanje vodilo do uničevanja gostiteljskih celic,
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s tem pa bi bila bakterija izpostavljena imunskemu odgovoru gostitelja [59].
Mehanizmi, ki preprečujejo delovanje LLO v gostiteljevi citoplazmi so ubikvitinacija,
proteosomska degradacija [33] in seveda dobro poznana odvisnost aktivnosti od
pH in temperature [43, 44]. LLO pri sprožanju odzivov v celici ne deluje sam,
temveč skupaj z nekaterimi gostiteljevimi dejavniki. Poznan je encim GILT (angl.
gamma-interferoninducible lysosomal thiol reductase), ki ima optimalno delovanje
pri nizkem pH in aktivira LLO s tem, da ohranja cisteine LLO v reduciranem
stanju [60, 61]. Še en primer gostiteljevega dejavnika, ki regulira aktivnost LLO,
je CFTR (angl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). CFTR je
kloridni kanal, ki lahko lokalizira fagosome makrofagov, ki vsebujejo patogen,
pri čemer omogoči pobeg L. monocytogenes s povečanjem koncentracije klorida
v fagosomih, kar dodatno potencira nastanek por LLO [62]. Zanimivo pa je, da
so nekatere raziskave pokazale, da L. monocytogenes z mutiranim hly genom, ki
kodira zapis za LLO, ne more uiti iz fagolizosoma v nekaterih celičnih linijah
(npr. mǐsje BMDM ali J774 in človeške Caco-2) [63–65], medtem ko lahko uide
iz fagolizosma v drugih celičnih linijah (npr. HeLa) [64, 66]. Pri pobegu bakterije
iz fagolizosoma, kjer ni vključen LLO, najverjetneje delujejo bakterijske fosfolipaze,
npr. PC-PLC [66, 67]. Vsi ti rezultati kažejo na to, da vloga LLO pri pobegu iz
vakuole oziroma fagolizosoma še ni popolnoma razjasnjena.
LLO ima znotraj celice poleg glavne naloge uničevanja membrane fagolizosoma
še nekatere druge funkcije. Odkrili so, da lahko LLO inhibira ROS (angl. reactive
oxygen species), ki jih proizvaja NOX2 NADPH oksidaza v makrofagih kot odgovor
na okužbo z L. monocytogenes [70]. LLO znotraj gostiteljske celice vpliva tudi na
avtofagijo. Avtofagija je proces, pri katerem se tuj celični material ujame v vakuole
z dvojno membrano, ki se nato zlijejo z lizosomom, da se lahko tujek razgradi. LLO
lahko inducira avtofagijo, najverjetneje, ker avtofagni mehanizem prepozna od LLO
poškodovane membrane fagolizosoma. Poleg tega pa LLO ne sproži avtofagije zgolj
kot odgovor na pobeg iz fagolizosoma, ampak jo lahko sproži že izvencelično [71].
Čeprav je LLO preučevan predvsem z vidika pobega bakterije iz fagolizosoma, pa
je vse več raziskav, ki kažejo na njegovo vlogo že v izvenceličnem okolju. Tako je
očitno, da je manǰsi del proteina aktiven tudi pri ne-optimalnem nevtralnem pH.
LLO aktivira številne signalne poti na dva načina. Prvi je povezan z vezavo LLO
na domene, bogate s holesterolom, in s tem vpliva na dinamiko in reorganizacijo
teh področij ter s tem povezano signalizacijo [68]. Drugi način pa je povezan z
nastankom por na membrani, ki omogočajo prehod ionov in majhnih molekul,
ki sprožijo najrazličneǰse signalne poti. Nastanek por na plazemski membrani
sproži vdor kalcijevih ionov v celico, kar bakteriji omogoči invazijo gostiteljskih
celic [46]. Tudi izmenjava kalijevih, natrijevih in kloridnih ionov, depolarizacija celic,
izpostavljenost zunanjemu oksidativnemu okolju, izguba ATP in majhnih proteinov,
vsi ti procesi vodijo do različnih odzivov celice. Delovanje LLO ima posredno vpliv
tudi na številne druge procese v celice. Tako lahko vpliva na aktivacijo kinaz, kaspaz,
SUMO proteinov, modifikacijo histonov, povzroči spremembe oblike mitohondrijev
in endoplazemskega retikuluma, aktivira tako prirojen kot pridobljen imunski


























Slika 4: Učinki bakterije L. monocytogenes in LLO na gostiteljsko celico. Bakterija ob
okužbi gostiteljske celice že v zunajceličnem okolju izloča LLO, ki z nastankom por na
plazemski membrani povzroči vdor kalcijevih ionov in izhod kalijevih ionov iz gostiteljske
celice. To sproži številne celične odzive: fragmentacijo mitohondrijev, aktivacijo inflamasoma,
modifikacijo histonov, indukcijo avtofagije ter inhibicijo sumoilacije [46,47,68,69]. Po vdoru
v gostiteljsko celico se bakterija znajde v gostiteljevem fagolizosomu, kjer ponovno izloča
LLO, kar vodi do celičnih odgovorov, kot sta inhibicija ROS ter indukcija avtofagije [70,71].
Kislo okolje znotraj fagolizosoma je optimalno za delovanje LLO [44], ki bakteriji omogoči
pobeg iz fagolizosoma in s tem razmnoževanje ter širjenje v sosednje celice [42]. Mehanizem,
s katerim LLO omogoči bakteriji pobeg iz fagolizosoma, še ni povsem razjasnjen.
nastalih por LLO in sprememb celičnega skeleta, ki ni odvisna od spremembe
kalcijevih ionov [69].
1.4 Membrane in lipidi
Celična plazemska membrana je zelo kompleksna in heterogena, sestavljena je iz
različnih območij, ki imajo različne biofizikalne lastnosti in sestavo (Slika 5b). Ideja
o fluidnem mozaiku membrane se je rodila leta 1972 [72] in od takrat naprej so
sledila številna odkritja o heterogenosti sestave membrane. Hipoteza o membranskih
oziroma lipidnih raftih predpostavlja, da interakcije med specifičnimi lipidi (npr.
holesterol, relativno nasičeni lipidi in glikozilirani lipidi) v membrani vodijo do
pojava funkcijsko pomembnih in relativno urejenih regij v celični membrani, ki
rekrutirajo še druge lipide in proteine [73]. Z različnimi metodami so pokazali, da se
lahko membrana, ki je sestavljena iz relativno nasičenih lipidov z visoko temperaturo
talǐsča, nenasičenih fosfolipidov z nizko temperaturo talǐsča in holesterola, uredi v
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dve različni fazi. Urejena faza (Lo, angl. Liquid ordered) je relativno tesno pakirana
in je bogata z nasičenimi lipidi ter holesterolom [74]. Neurejena faza (Ld, angl. Liquid
disordered) pa je bolj fluidna in je sestavljena predvsem iz nenasičenih lipidov [75,76].
Zaradi tesnega pakiranja molekul in visoke vsebnosti sterolov in nasičenih lipidov je
urejena faza model za lipidne rafte. Urejenost membrane igra pomembno vlogo pri
interakcijah proteinov z membranami [77].
Lo Ld
nenasičeni lipidi nasičeni lipidi holesterol
proteiniglikolipidi aktin
a b
Slika 5: Shema modelnih in celičnih membran. a) Shema prikazuje preprostost sestave in
organizacije v modelnih membranskih sistemih, v katere lahko poljubno vgradimo tudi bolj
kompleksne molekule, kot so proteini in glikolipidi. b) Shema prikazuje kompleksnost sestave
celične membrane.
1.4.1 Medsebojno vplivanje med membranami in
proteini
Membrane in proteini medsebojno vplivajo drug na drugega, ravno tako kot imajo
membrane vpliv na to, kateri proteini se bodo lahko vezali ter na katera območja
membran, pa tudi proteini po interakciji z membrano vplivajo na spremembe
v membranah. Glavni parameter, ki določa lateralno organizacijo membran in
velikost membranskih domen, je energija na meji membranskih domen, imenovana
tudi linijska napetost (angl. line tension) [78]. Zmanǰsana linijska napetost na
membrani je verjetno glavna strategija PFT-jev, saj se na ta način stabilizira
funkcionalno vgrajena pora. Glavni odgovorni dejavnik za linijsko napetost je
hidrofobno neujemanje med membranskimi fazami. PFT-ji tako ne interagirajo z
membranami zgolj pasivno, temveč vplivajo tudi na fizikalne lastnosti membran in
organizacijo membran [79]. Tako na primer LLO povzroči agregacijo lipidnih raftov v
celični membrani, saj se veže na holesterol, ki je v večji meri prisoten v lipidnih raftih.
LLO po vezavi oligomerizira, kar morda med seboj poveže različne lipidne rafte in s
tem vodi do nastanka večjih vidnih domen [80]. Na drugi strani pa lizenin ne zmanǰsa
linijske napetosti med Lo in Ld fazami. Lizenin je PFT iz družine aerolizinov, ki za
nastanek pore v membrani prepozna in se veže na Lo področja membran, bogatih
s sfingomielinom. Pore so sestavljene iz devetih monomerov in so v obliki β-sodčka.
Šele ko oligomeri lizenina popolnoma prekrijejo Lo področja, začnejo prekrivati
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tudi Ld področja, da tako sčasoma prekrijejo celotno membrano. Pri tem verjetno
vgradnja oligomerov v membrane pri nastanku por povzroči izključitev sfingomielina
in holesterola iz Lo v Ld fazo, kar omogoči nadaljnjo vezavo in oligomerizacijo
lizenina [81].
1.4.2 Modelni membranski sistemi
Preučevanje membran in interakcij (npr. proteinov) z membranami je lahko zelo
oteženo, če delamo s celicami. Zato se poslužujemo modelnih membranskih sistemov,
ki jim lahko natančno definiramo lipidno sestavo ter v njihovo membrano celo
vgradimo določene proteine (Slika 5a). Modelni membranski sistemi poleg uporabe
pri preučevanju lastnosti služijo tudi za uporabo v biotehnologiji in medicini, na
primer kot sistemi za dostavo zdravil. Primeri modelnih membran so biomimetični
monosloji, podprti lipidni dvosloji (angl. supported lipid biayers), nanodiski, majhni
enolamelarni vezikli (SUV, angl. small unilamellar vesicles), veliki enolamelarni
vezikli (LUV, angl. large unilamellar vesicles), multilamelarni vezikli (MLV, angl.
multilamellar vesicles) in vezikli celičnih velikosti (GUV, angl. giant unilamellar
vesicles) [82]. Velika prednost modelnih membranskih sistemov pred uporabo živih
celic je, da so manj kompleksni in lažje nadzorujemo njihove lastnosti ter sestavo.
Pripravimo jih iz osnovnih komponent, tako da je lipidna sestava kot tudi vsebina
takšnih sistemov natančno definirana in s tem je preučevanje procesov na takšnih
sistemih veliko bolj nedvoumno, saj skoraj ni neznank v primerjavi s celičnim
sistemom.
1.4.2.1 GUV-i
Zapisi o prvih poskusih priprave GUV-ov sežejo vse do leta 1969, ko so opazili,
da lahko fosfolipidne membrane nabreknejo v saharozni raztopini [83]. GUV-i
predstavljajo odličen celični modelni sistem in jih zaradi njihove velikosti, od 1 µm
pa vse do nekaj 10 µm, lahko opazujemo neposredno z mikroskopom ter pretočno
citometrijo. Pozitivna lastnost GUV-ov je tudi v tem, da lahko zelo natančno
definiramo njihovo sestavo. GUV-i se uporabljajo tako za biološke raziskave lipidov
in membranskih proteinov kot tudi za uporabo v sintezni biologiji ter biotehnologiji.
Priprava GUV-ov je zahteven proces, saj je energetska ovira, ki je potrebna za
doseg termodinamskega ravnovesja sistema, zelo visoka. Zelo je pomemben način
priprave GUV-ov, saj različni načini pogojujejo različno kinetično stabilnost sistema
(od nekaj ur do nekaj tednov). Tako je pri pripravi GUV-ov pomembna izbira
molekul in protokola priprave [84]. Pripravo GUV-ov lahko v osnovi razdelimo
na dva principa, nabrekanje veziklov iz podlage ter nastajanje membran na meji
med tekočinami. Metode, ki vključujejo nabrekanje veziklov, so elektroformacija
(Slika 1a), nežna hidracija (Slika 1b) ter nabrekanje s pomočjo gela (Slika 1c). Pri
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metodi nežne hidracije GUV-i nastajajo v tekočini, ki je dodana k posušenemu
lipidnemu filmu na trdni površini, običajno steklu. Ta metoda se še posebno
dobro obnese za pripravo GUV-ov iz nabitih lipidov, pri čemer je za uspešnost
formacije pomembno, da proces poteka nad temperaturo talǐsča lipidov. Leta 1986
je bila prvič opisana metoda priprave GUV-ov z elektroformacijo, pri čemer je
lipidni film posušen na površine elektrode (npr. steklo prevlečeno z indij-kositrovim
oksidom ali platinasta žica), iz katere se nato po dodatku raztopine in vključitve
električnega toka formirajo GUV-i v raztopini [85]. Pri metodi elektroformacije
je nastanek GUV-ov odvisen od uporabljenih lipidov, parametrov električnega
toka ter uporabljene raztopine, pri čemer v optimalnih razmerah nastanejo precej
homogeni GUV-i. Elektroformacija je možna v vodni raztopini, pufrski raztopini,
raztopini z nizko ionsko jakostjo [84] ali celo v fizioloških razmerah [86]. Dodatno
možnost priprave GUV-ov predstavlja nabrekanje s pomočjo gela. Pri tej metodi
je lipidni film na gelu (agaroza, dekstrani zamreženi s polietilenglikolom, polivinil
alkohol) [87–89] iz katerega nato v raztopino nabreknejo GUV-i. Prednost te metode
je, da lahko bolje definiramo velikost nastalih GUV-ov, ter da je možno pripraviti
tudi GUV-e iz bolj zahtevne lipidne sestave [87]. Drugi princip priprave GUV-ov pa
izkorǐsča amfifilnost molekul, ki se lahko uredijo v fazi med oljem in vodo. K temu
principu spada metoda prenosa vodno-oljne emulzije (angl. water in oil transfer
method) [90], pri kateri najprej lipide raztopimo v olju in jih nato dodamo vodni
fazi, da nastane emulzija. Emulzijo zatem dodamo drugi vodni raztopini, kjer je v
fazi med oljem in vodo drugi monosloj lipidov, skozi katerega posedemo emulzijo, da
nastane lipidni dvosloj. Prednost te metode je, da je notranja raztopina drugačna
od zunanje, ter da lahko pripravimo asimetrične membrane [91]. Metodo lahko
izvedemo v plastičnih mikrocentrifugirkah, kjer dobimo GUV-e različnih velikosti
ali pa s pomočjo mikrofluidnih sistemov, kjer lahko velikost GUV-ov zelo natančno











Slika 6: Prikaz priprave GUV-ov po principu nabrekanja veziklov. a) Elektroformacija
GUV-ov iz posušenega lipidnega filma poteka na elektrodi. b) Nastajanje GUV-ov z nežno
hidracijo poteka iz lipidov, posušenih na steklu. c) Nastajanje GUV-ov lahko poteka tudi iz
delno posušenega gela z lipidnim filmom. V vseh primerih je za nastajanje GUV-ov potrebno
dodati vodno raztopino, v kateri bodo nastali GUV-i, na površino lipidnega filma. GUV-i
nastajajo z nabrekanjem lipidnega dvosloja v raztopino.
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1.4.2.2 Arheosomi
Konvencionalni modelni membranski sistemi so sestavljeni predvsem iz bakterijskih
in evkariontskih lipidov. V naravi pa obstajajo tudi izredno zanimivi organizmi,
arheje. Mnoge izmed njih so prilagojene na življenje v ekstremnih razmerah,
na katere so prilagojene tudi z lipidno sestavo svojih membran. Tako poznamo
ekstremne halofile (optimalna rast pri 2.5–4.2 mol/l NaCl pri 35 °C), termoacidofile
(optimalna rast pri pH 1–3 in 55–80 °C), hipertermofile (optimalna rast pri
temperaturah nad 80 °C) ter obligatne anaerobe [93]. Zaradi razmer, pri katerih
uspevajo, pa predstavljajo problem za izolacijo in kultivacijo v laboratoriju. Tako
lahko danes gojimo in preučujemo le majhen odstotek arhej. Primer hipertermofilne
arheje, ki raste pri temperaturah do 100 °C ter jo že lahko gojimo v laboratoriju, je
Aeropyrum pernix. Zaradi zmožnosti gojenja [94] v laboratoriju poznamo tudi njeno
lipidno sestavo [95] (Slika 7b) in protokole za izolacijo ter uporabo takšnih lipidov
v biotehnološke namene.
Ime arheosomi izvira iz kombinacije imen arheje in liposomi. Arheosomi so
liposomi, ki v lipidni sestavi vsebujejo arhejske lipide. Arhejski lipidi so sestavljeni
iz popolnoma nasičenih (razen nekaj izjem) izoprenoidnih verig, ki so z etrsko vezjo
vezani s sn-2,3 mestom na glicerol (Slika 7a). Nasprotno pa imajo evkariontski
in bakterijski lipidi v glavnem nerazvejane verige maščobnih kislin (pogosto
nenasičene), ki so z estrsko vezjo vezani s sn-1,2 mestom na glicerol. Etrska vez
je močneǰsa od estrske, in to je eden izmed razlogov za večjo stabilnost arhejskih
lipidov. Arhejski lipidi so posebni tudi v tem, da so lahko tako monopolarni kot tudi
bipolarni. Pri monopolarnih lipidih sta izoprenoidni verigi lahko enakih dolžin (npr.
arheol s C20,20 ali C25,25) ali različnih dolžin (npr. arheol s C20,25). Pri bipolarnih
lipidih arheol naredi dimer, ki ima povezani glavi z neprekinjenimi izoprenoidnimi
verigami (npr. caldarheol C40,40). Arheosomi lahko vsebujejo zgolj monopolarne
lipide, zgolj bipolarne lipide ali pa mešanico obeh [93].
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Slika 7: Shematski prikaz bakterijskih ter arhejskih lipidov. a) Primerjava bakterijskih in
arhejskih lipidov. Pri bakterijskih lipidih so maščobne kisline z estrsko vezjo (rumeno) vezane
na glicerol. Pri arhejskih lipidih so izoprenoidne verige z etrsko vezjo (zeleno) vezane na
glicerol. b) Kemijski formuli arhejskih lipidov iz Aeropyrum pernix, v razmerju 91 mol%
AGI (C25,25-arhetidil(glukozil)inozitol) in 9 mol% AI (C25,25-arhetidilinozitol).
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1.5 Sintezna biologija
Cilji sintezne biologije težijo k ustvarjanju novih bioloških delov, naprav in
sistemov oziroma ponovni dizajn sistemom, ki že obstajajo v naravi. V sintezni
biologiji poznamo dva pristopa: ”od spodaj navzgor”(angl. bottom-up), ki stremi
k ustvarjanju umetnega življenja na novo, pri čemer je takšen sistem sposoben
samo-regulacije in samo-podvojevanja ter ”od zgoraj navzdol”(angl. top-down),
ki temelji na obstoječem znanju biologije za inženiring specifičnih funkcij [96].
Primer pristopa ”od spodaj navzgor”je ustvarjanje umetnih celic, ki lahko opravljajo
določene funkcije. Za uspešno ustvarjanje iz osnovnih gradnikov je izrednega pomena
dobro razumevanje delovanja celic. Pri tem imajo veliko vlogo membrane celic, saj
na njih potekajo številni procesi, kar velja tako za plazemsko membrano kakor za
membrane organelov v celici.
1.5.1 Membranska sintezna biologija
Na področje membranske sintezne biologije lahko uvrstimo raziskave, ki se ukvarjajo
z inženiringom membranskih proteinov, lipidov in membran v celoti.
1.5.1.1 Membranski proteini
Številne membranske proteine zelo težko preučujemo, saj so v naravi v majhnih
količinah ter jih je zaradi njihove hidrofobnosti s klasičnimi metodami težko izraziti
in izolirati, a s pomočjo pristopov v sintezni biologiji lahko preidemo tudi to oviro.
Nekatere membranske proteine je možno izraziti s pomočjo brezcelične sinteze
oziroma in vitro transkripcije in translacije (IVTT, angl. in vitro transcription
and translation) v prisotnosti hidrofobnih nosilcev (npr. liposomov), ki omogočijo
pravilno zvijanje ali vgradnjo membranskih proteinov [97].
Poznamo tudi proteine, ki jih ni težko namnožiti in izolirati s klasičnimi metodami,
saj so v topni obliki tudi izven membran. Takšni so PFT-ji, katerih interakcije z
membranami lahko izkoristimo za uporabo v sintezni biologiji. Kar nekaj aplikacij
s PFT-ji je že znanih, na primer za sproščanje molekul iz liposomskih dostavnih
sistemov [98], kot biosenzorji [99] ter kot deli umetnih celic [100,101].
1.5.1.2 Umetne celice
Pot do prve umetne celice, ki bo sposobna samo-regulacije ter samo-podvojevanja,
je morda resda še dolga, a so bili narejeni že številni koraki k razumevanju in
rekonstrukciji osnovnih celičnih funkcij. Takšne osnove predstavljajo na primer
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podvojevanje [102, 103], sinteza lipidov [104], molekularni motorji, citoskelet [105,
106] in signalne poti [107, 108]. Uspešno so razvili metode za pripravo
umetnih membranskih sistemov, ki lahko posnemajo biološke membrane (sistemi
imenovani liposomi) [90] ali pa so sestavljeni iz polimerov (sistemi imenovani
polimerosomi) [109].
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Slika 8: Shematski prikaz dosežkov pri razvoju umetnih celic. a) Podvojevanje genetskega
zapisa znotraj liposomov. b) Nanoreaktor z dohranjevanjem, ki vključuje pore α-hemolizina,
kar omogočajo izmenjavo komponent med notranjim in zunanjim okoljem liposomov. c)
Zaporedno izražanje različnih genov, ki vodijo v nastanek različnih produktov. d) Sinteza
lipidov in vitro. e) Vključitev aktinskih filamentov v liposome. f) Liposomi z razdelki, kjer
lahko različne presnovne reakcije potekajo ločeno. Prehod prekurzorjev za naslednjo reakcijo
je omogočen skozi pore α-hemolizina, nekatere snovi pa lahko same prečkajo lipidni dvosloj.
g) Delitev liposoma s prenosom genetske informacije v novo umetno celico.
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Eden izmed prvih pomembnih korakov je bil vstavitev IVTT znotraj
membranskega dvosloja liposomov [110]. Na ta način je bila omogočena sinteza
proteinov neodvisno od zunanje okolice. Seveda pa takšen zaprt sistem, kjer vstop
in izstop snovi ter komunikacija z okoljem nista mogoča, ne more dolgo delovati in
je omejen s hranili ter komponentami, ki so že znotraj liposoma. Temu je sledila
ideja nanoreaktorja z dohranjevanjem, kjer so v liposomski nanoreaktor vključili
PFT α-hemolizin. α-hemolizin je naredil pore v membrani liposomov, skozi katere
so lahko prehajale sveže komponente v notranjost liposomov in se je na ta način
povečalo izražanje proteinov [111]. Veliko dela so opravili tudi s poskusi vključevanja
osnovnih celičnih funkcij v liposome. Tako so uspeli znotraj liposomov z zapisom za
replikazo podvojevati zapis za 144 genskih produktov [112]. Znotraj liposomov so
uspeli ustvariti kaskado izražanja genov, tako da se je najprej izrazil protein T7
RNA polimeraza, ki je potrebna za naknadno izražanje zelenega fluorescenčnega
proteina [113]. Raziskovalcem je uspelo posnemati citoskelet z vstavitvijo aktinskih
filamentov v GUV-e [114]. Korak naprej je bila tudi sinteza lipidov in vitro, pri
kateri je bilo v biosintezno pot vključenih osem encimov [104]. V celicah so izrednega
pomena tudi celični organeli, ki omogočajo potek nekaterih reakcij v ločenem okolju.
S tem se je rodila ideja o pripravi umetnih celic z razdelki, kjer lahko različne
presnovne reakcije potekajo ločeno [101, 115]. Za samo-podvojevanje je pomembno,
da se je umetna celica sposobna deliti. Korak v tej smeri so naredili s sintezo
bakterijskih proteinov za deljenje celic FtsZ, FtsA, in ZipA znotraj GUV-ov [116].
Velik uspeh je bil tudi, ko so uspeli, da je umetna celica lahko podvojevala svoj
genetski material in se je tudi delila, torej je prǐslo do prenosa genetskega materiala
v novo umetno celico [117]. Celice in vivo so sposobne komunicirati med sabo,
tako so bili narejeni tudi nekateri poskusi v smeri komunikacije med umetnimi
celicami [118, 119]. Vse to so le primeri vstavitve posameznih celičnih funkcij, zato
bo verjetno preteklo še kar nekaj časa do obstoja povsem samostojne umetne celice.
1.5.1.3 Logična vrata
Sintezna biologija ponuja številne možnosti za razvoj molekulskih računskih operacij
in vitro in in vivo s številnimi aplikacijami v nanotehnologiji [120–122]. Logične
operacije in njihov prikaz, ki se uporablja v biologiji, izhajajo iz računalnǐstva.
Iz tega je sledila tudi ideja o razvijanju bioloških računalnikov. Celice so zelo
sofisticirane naprave, ki so sposobne izvajanja številnih funkcij: zaznavanje vstopnih
signalov, procesiranje vstopne informacije in izvrševanje funkcij kot odgovor na
vstopni signal [122, 123]. Ker je fiziološko celično obnašanje podobno procesiranju
informacij v računalnǐstvu, se tudi v sintezni biologiji uporabljajo ti principi za
raziskovanje osnovnih celičnih procesov [124].
V računalnǐski napravi se vstopna informacija matematično prevede v digitalni
signal. Signal je sestavljen iz kode, ki predstavlja fizično navodilo na podlagi
diskretnih vrednosti. V binarnem zapisu je osnovna enota informacije predstavlja
serijo števil ’0’ in ’1’. Binarni števili predstavljata dve stanji logičnega vezja.
Določena je tudi mejna vrednost, ki določa kateremu stanju bo pripisan določen
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signal. Torej, če je neka vrednost nižja ali vǐsja od mejne vrednosti, bo posledično
stanje logičnega vezja pripisano z ’0’ ali ’1’. Digitalna vezja omogočajo uporabo
logičnih elementov v logičnih vratih, ki lahko izvršujejo Boolovo algebro s funkcijami
kot so NOT, OR, AND (Slika 9) in vse njihove kombinacije. Tako je na primer ob
prisotnosti vstopnega signala uporabljen zapis ’1’ oziroma ’0’, če določen signal ni
prisoten. Ravno tako pri zapisu izstopnega signala uporabljamo ’1’ ob prisotnosti
želenega signala oziroma ’0’ v njegovi odsotnosti. Torej morata biti v primeru AND
logičnih vrat, prisotna oba vstopna signala (oba ’1’), da bo prǐslo tudi do izstopnega
signala (’1’). Na drugi strani pa pri NOR logičnih vratih, ne sme biti prisoten noben
od vstopnih signalov (’0’), da pride do izstopnega signala (’1’). Še nekoliko drugačen
primer so OR logična vrata, kjer je lahko prisoten eden ali drugi oziroma oba vstopna
signala, da privede do izstopnega signala. Še dodatno kompleksnost logičnih vrat

































Slika 9: Primeri logičnih vrat AND, OR in NOR. Pogoji logičnih vrat so predstavljeni
v resničnostni tabeli. Shematski prikazi vrat so predstavljeni nad tabelami. ’0’ označuje
odsotnost signala, ’1’ označuje prisotnost signala.
Uporaba logičnih vrat je zelo razširjena v sintezni biologiji, pri čemer so
bila večinoma uporabljeni DNA [125–128], RNA [129] in encimi [130–135] za
izvedbo logičnih operacij po principu Boolove algebre. Proteinska logična vrata
so sestavljena iz vstopne komponente, ki zaznava specifični vstopni signal, ter iz
izhodne komponente, ki se odzove z aktivnostjo po prenosu vstopnega signala.
Pristopi za inženiring logičnih vrat so lahko zelo različni, saj proteinske logične
funkcije lahko dosežemo s proteini z eno domeno, kjer ima ista domena možnost
zaznavanja vstopnega signala in odgovora z izstopnim signalom. Na ravni proteinov
pa lahko združimo dve različni domeni, kjer ena domena zaznava vstopni signal,
druga domena pa odgovarja z izhodnim signalom [136].
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1.5.2 DARPini
Proteini z ankirinskimi ponovitvami so v naravi zelo številčni in jih najdemo
v bakterijah, glivah, rastlinah in živalih [137]. Ti proteini so lahko jedrni (npr.
IκBα), citosolni (npr. ankirin), membransko vezani (npr. notch) in se izločajo
iz celic (npr. toksin črne vdove). Naloga domene z ankirinskimi ponovitvami
je spodbujanje interakcij med proteini. Proteini z ankirinskimi ponovitvami so
sestavljeni iz tesno združenih ponovitev, običajno s 33 aminokislinami. Vsaka
ponovitev naredi strukturno enoto iz β-zavojev, ki jim sledita dve antiparalelni
α-vijačnici. V posameznem proteinu lahko najdemo do 29 zaporednih ponovitev,
a običajno je takih od štiri do šest ponovitev v posameznem proteinu, kar vodi
do desnosučne solenoidne strukture s hidrofobnim jedrom in veliko hidrofilno
površino [138–140].
a b c 
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Slika 10: Strukturni prikaz DARPinov z označenimi randomiziranimi deli. DARPini so
sestavljeni iz N-končne ponovitve (zelen heliks), številnih notranjih ponovitev, katerih število
je lahko poljubno izbrano (tri ponovitve so prikazane tukaj s temno modrimi heliksi) in
C-končne ponovitve (svetlo moder heliks). a–c) Primer DARPina s klasično ustvarjeno
knjižnico, kjer so z rožnato označeni aminokislinskimi ostanki, ki so bili naključno izbrani
v originalnem načrtu in z zeleno so označeni aminokislinski ostanki, ki so bili dodatno
naključno izbrani na koncih proteina. Prikaza na sliki a in b sta zavrtena za 90 ° okrog
y osi. Na sliki c je prikazana površina molekule z enako orientacijo kot na sliki b. Prirejeno
po [140].
Racionalno načrtovane proteine z ankirinskimi ponovitvami (DARPin, angl.
designed ankyrin repeat protein) je možno izbrati iz naravnih, delno sintetičnih ali
popolnoma sintetičnih knjižnic, ustvarjenih in selekcioniranih z metodami prikaza
na fagih, ribosomskega prikaza in številnimi drugimi tehnikami. DARPini lahko
prepoznajo in se vežejo na tarče s podobno ali celo vǐsjo specifičnostjo in afiniteto kot
jo imajo protitelesa ter se od protiteles razlikujejo tudi v tem, da jih lahko ustvarimo
v najrazličneǰsih formatih in ponujajo večji razpon uporabe v aplikacijah. DARPini
se uporabljajo v raziskovalne, diagnostične in terapevtske namene [140].

Namen in hipotezi
Listeriolizin O je glavni virulentni dejavnik bakterije Listeria monocytogenes, ki
omogoča pobeg iz gostiteljevega fagolizosoma. Do sedaj smo predpostavljali, da je
mehanizem podoben kot pri ostalih proteinih iz družine od holesterola odvisnih
citolizinov, ki tvorijo ene največjih poznanih proteinskih por. Še vedno pa ni
povsem znano, kako nastanek por LLO omogoča pobeg bakteriji iz gostiteljevega
fagolizosoma. Predvidevamo, da se mehanizem LLO razlikuje od drugih citolizinov.
Sklepamo, da LLO omogoči nastanek večjih poškodb na lipidnih membranah. S tem
je bil namen dela doktorske disertacije natančneje preučiti mehanizem nastanka por
LLO na umetnih lipidnih membranah. Postavili smo hipotezo, da listeriolizin O
deluje z mehanizmom, ki poruši integriteto membran v večjem obsegu,
kar vodi do propada veziklov oziroma fagolizosomov.
Pore PFTjev imajo izredno zanimive lastnosti, ki jih že izkorǐsčamo za uporabo
v biotehnoloških aplikacijah. Majhne pore PFTjev so zanime za aplikacije, kot
je na primer določanje zaporedij DNA in proteinov, medtem ko so večje pore
CDCjev zanimive za druga področja, kot na primer v medicini za dostavo zdravil
oziroma zdravljenje rakavih obolenj. V okviru doktorskega dela smo prepoznali
možnosti za napredek na področju membranske sintezne biologije nanopor, kjer je
še velik potencial za razvoj novih aplikacij. Naš namen je bil ustvariti uporabne
sisteme z vključitvijo nanopor LLO v sistemih z vezikli s pomočjo sintezno bioloških
pristopov. Želeli smo, da bi bili takšni sistemi sposobni specifičnega odzivanja
na okoljske spremembe. Iz tega smo postavili hipotezo, da z inženiringom
listeriolizina O lahko ustvarimo konstrukte, ki omogočijo specifično
odpiranje oziroma zapiranje por pri spremembah zunanjih dejavnikov
za namene uravnavanja biotehnoloških procesov. S proteinskim inženirstvom
smo želeli vplivati na mehanizem delovanja LLO in na ta način tudi posredno
dokazati, da LLO lahko uporablja različne načine za nastajanje por, skladno s






Tabela 2: Seznam uporabljenih vektorjev
Vektor Vstavljeni zapisi za proteine Antibiotična
rezistenca
Proizvajalec













LLO, Y406A ampicilin Invitrogen, ZDA
3.1.2 Kompetentne celice
Za kloniranje plazmidnih konstruktov smo uporabili kompetentne celice E. coli
DH5α. Za izražanje proteinov smo uporabili kompetentne celice E. coli BL21(DE3).
Oba seva sta del zbirke sevov Odseka za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo
na Kemijskem inštitutu.
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3.1.3 Gojišča
Trdo gojǐsče LB smo pripravili tako, da je vseboval 10 g BactoTryptone, 5 g
BactoYeast Extract (oboje BD, ZDA), 10 g NaCl (Merck, Nemčija) in 15 g agarja
(Calbiochem, ZDA). Gojǐsče smo avtoklavirali 20 min in zatem dodali antibiotik
ampicilin ali kanamicin. Tekoče gojǐsče LB je bilo pripravljeno na enak način, le da
nismo dodali agarja.
Tekoče gojǐsče TB smo pripravili tako, da smo zmešali 12 g BactoTryptone, 24 g
BactoYeast Extract (oboje BD, ZDA), 4 ml glicerola (Sigma, ZDA) in dopolnili z
demi H2O do 900 ml. Pripravili smo tudi fosfatni pufer z 0.17 M KH2PO4 in 0.72 M
K2HPO4 (oboje Merck, Nemčija). Gojǐsča smo avtoklavirali 20 min in zatem sterilno
dodali 100 ml fosfatnega pufra.
Tekoče gojǐsče S30 smo pripravili tako, da smo v 1 l avtoklaviranega nepopolnega
medija (5.6 g KH2PO4, 28.9 g K2HPO4, 10 g kvasnega ekstrakta, 15 mg tiamina
v destilirani vodi) dodali 40 ml 50 % (w/v) glukoze in 1 ml 1 M Mg-acetata ter
sterilno prefiltrirali.
3.1.4 Kemikalije
Vse kemikalije in drugi materiali so od proizvajalca Sigma-Aldrich (ZDA), razen kjer
je navedeno drugače.
3.1.5 Lipidi
Vsi lipidi so od proizvajalca Avanti Polar Lipids (ZDA), razen kje je navedeno
drugače. Vse lipidne sestave, ki so navedena v doktorski disertaciji, so v molskem
razmerju.
3.1.6 Laboratorijska oprema
Avtoklav (Kambič, Slovenija), aparatura za PCR GeneAmp® PCR System
2700 (Applied Biosystems, ZDA), aparatura za prenos po Westernu iBlotGel
Transfer Device (ThermoFischer Scientific, ZDA), centrifuga Avanti J-E Centrifuge
(Beckman Coulter, ZDA), centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf,
Nemčija), centrifuga Sorvall Lynx 4000 Centrifuge, centrifuga Heraeus Biofuge 28
RS (oboje ThermoScientific, ZDA), centrifuga Rotina 35 R (Hettich, Nemčija),
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čitalec mikrotitrnih plošč SynergyMX (Biotek, ZDA), ekstrudor NanoSizer Mini
(t&t Scientific, ZDA), dializne kasete Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettesi MWCO
10000 (ThermoFischer Scientific, ZDA), elektroforezni gel NuPAGE®Novex®
Bis-Tris Mini Gel (Invitrogen, ZDA), elektroforezni sistem XCell SureLock
Mini-Cell Electrophoresis System (Life Technologies, ZDA), elektroforezni sistem
PowerPac Basic (Biorad, ZDA), filtri z 0.45- in 5.0-mikrometrskimi porami
(Millipore Merck, Nemčija), spektro-fluorimeter QuantaMaster (Photon Technology
International, ZDA), inkubator I-45 CK in I-115 C (Kambič, Slovenija), komplet
za PCR KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche, Švica), komplet za izolacijo
DNA iz bakterijskih celic QIAGEN Plasmid mini, kompleta za izolacijo DNA
iz agaroznega gela QIAquick PCR Purification Kit in QIAquick Gel Extraction
Kit (vse Qiagen, Nemčija), koncentrator AmiconUltra MWCO 30000 (Millipore,
ZDA), kromatografski sistem Äkta FPLC (Amersham Biosciences, Velika Britanija),
laboratorijski sušilnik SP-250 (Kambič, Slovenija), mešalnik Rotamix 550 MMH
(Tehtnica, Slovenija), naprava za slikanje agaroznih gelov UVP BioDoc-It® Imaging
Systems (Analytik Jena, Nemčija), naprava za elektroformacijo GUV-ov Vescile Prep
Pro®(Nanion, Nemčija), naprava za slikanje kemiluminiscence G:Box (Syngene,
Indija), naprava za merjenje dinamičnega sipanja svetlobe Zetasizer Nano (Malvern
Panalytical, Velika Britanija), nosilec za Ni-afinitetno kromatografijo NiNTA
Superflow (Qiagen, Nemčija), osmometer Osmomat 3000 (Gonotec, Nemčija),
pH meter S20 SevenEasy (Mettler Toledo, ZDA), pretočni citometer PARTEC
CyFlow (Sysmex Partec, Japonska), rotavapor Büchi I-300, B-300, V-300 (Büchi,
Nemčija), spektrofotometri NanoDrop Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop
One Spectrophotometer (ThermoScientific, ZDA) in 8453 UV-Vis (Agilent, ZDA),
stresalnik IS-200K, ISF-1-W (Kambič, Slovenija), stresalnik Vibromix 314 EVT
(Tehtnica, Slovenija), tehtnica Kern KB 2000-2N, tehtnica Kern PEJ (oboje Kern
and Sohn, Nemčija), tehtnica XS205 DualRange (Mettler Toledo, ZDA), termobloka
CH-100, TS-100 in PST-60HL-4 (Biosan, Latvija), ultrazvočni razbijalec Ultrasonic
Processor (Cole-Parmer, ZDA), vodna kopel TW12 (Julabo, Nemčija), in vodna
kopel 2219 Multitemp II (LKB Bromma, Švedska).
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3.2 Metode
3.2.1 Molekulsko kloniranje
Tabela 3: Uporabljeni začetni oligonukleotidi


























3.2.1.1 Priprava konstruktov za izražanje proteinov v E. coli
Konstrukti za izražanje rekombinantnih proteinov so vsebovali zapis za histidinsko
oznako His6 in zapis za cepitveno mesto proteaze virusa jedkanja tobaka (TEV,
angl. tobacco etch virus), ki sta potrebna za izolacijo proteinov. Zapisa za LLO
ter Y406A sta bila vstavljena v vektor pPROEX HTb [141], kjer je cepitveno
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Tabela 4: Seznam proteinskih konstruktov v vektorju pET17b
Ime konstrukta Sestava na ravni proteinov
(od N- proti C-koncu)
Uporabljeni
oligonukleotidi
EGFP-LLO EGFP-GSGSSGSGGS- LLO F-EGFP, R-EGFP, F-LLO, R-LLO
EGFP-Y406A EGFP-GSGSSGSGGS- Y406A F-EGFP, R-EGFP, F-LLO, R-LLO
LLO LLO F-LLO-NdeI, R-LLO-BamHI
LLO-Y406A Y406A F-LLO-NdeI, R-LLO-BamHI
EGFP EGFP F-EGFP-NdeI, R-EGFP-BamHI
mCherry mCherry F-mCherry, R-mCherry
mCherry-LLO mCherry-GGGSGGGSPR- LLO F-mCherry, R-mCherry-8L,
F-LLO-AvrII, R-LLO-MluI
mCherry-Y406A mCherry-GGGSGGGSPR -Y406A F-mCherry, R-mCherry-8L,
F-LLO-AvrII, R-LLO-MluI
mCherry-PR-LLO mCherry-PR- LLO F-mCherry, R-mCherry-PR,
F-LLO-AvrII, R-LLO-MluI
mCherry-PR-Y406A mCherry-PR- Y406A F-mCherry, R-mCherry-PR,
F-LLO-AvrII, R-LLO-MluI






















mesto med histidinsko oznako in N-koncem. Konstrukte za izražanje fluorescenčnih
in fuzijskih proteinov s histidinsko oznako smo pripravili s kloniranjem genov v
vektor pET17b. Gen za LLO ter Y406A smo preklonirali iz vektorja pPROEX HTb.
Gen za EGFP smo preklonirali iz vektorja pcDNA3, ki nam ga je darovala Lucija
Kadunc iz Odseka za sintezno biologijo in imunologijo na Kemijskem inštitutu. Gen
za mCherry smo preklonirali iz pET21c [142], ki nam ga je daroval Matej Skočaj iz
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Oddelka za biologijo na Biotehnǐski fakulteti. Gene smo pomnožili z metodo verižne
reakcije s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction), in sicer z uporabo
kompleta KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche, Švica). Pri tem smo uporabili
začetne oligonukleotide, navedene v Tabeli 3, za pripravo pripadajočih proteinskih
konstruktov, navedenih v Tabeli 4. Uporabili smo naslednje pogoje pomnoževanja:
začetna 2 min aktivacija polimeraze pri 95 °C, 35 krogov podalǰsevanja, pri čemer
je bil posamezen krog sestavljen iz 20 s denaturacije pri 95 °C, 15 s naleganja pri 55
°C in 30 s podalǰsevanja pri 70 °C. Nato pa je sledilo še 7 min končno podalǰsevanje
pri 70 °C. Po PCR smo za analizo velikosti produkta uporabili agarozno gelsko
elektroforezo (AGE, angl. agarose gel electrophoresis), pri čemer smo uporabili
agarozni gel (0.8 - 1 % (w/v) agaroza, pufer TBE (220 mM Tris, 180 mM borova
kislina, 5 mM etilendiamintetraocetna kislina (EDTA), pH 8.3) in etidijev bromid) v
pufru TBE pri konstantni napetosti 120 V, 35 min. Produkte smo nato iz gela očistili
s kompletom QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Nemčija). Sledila je restrikcija
vektorja pET17b ter očǐsčenih produktov. Najprej smo uporabili restrikcijske encime
NdeI in BamHI, preko katerih smo v vektor najprej vnesli fluorescenčni protein. Tako
razrezan pomnožek smo vnesli v odprt plazmid s pomočjo T4 DNA ligaze (Thermo
Fischer Scientific, ZDA). Ligacija je potekala 30 min pri 22 °C. Nato smo izvedli
transformacijo kemijsko kompetentnih celic E. coli sev DH5α v tekočem LB gojǐsču
(42 °C, 90 s) z 10 µl ligacijske mešanice. Najprej smo namnožili trasformirane celice
v tekočem LB gojǐsču pri 37 °C, 1h. Nato pa smo jih razmazali po trdnem gojǐsču
LB (1.5 %(w/v) raztopina agarja v tekočem LB gojǐsču) z antibiotikom ampicilin.
Po prekonočni rasti na 37 °C smo posamezne kolonije prenesli v tekoče LB gojǐsče z
ampicilinom ter gojili na 37 °C preko noči. Namnoženo plazmidno DNA smo izolirali
s pomočjo kompleta QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Nemčija). Ponovno smo
izvedli restrikcijo in preverili prisotnost vključka z AGE. Ustrezno plazmidno DNA
smo razrezali z drugim setom restrikcijskih encimov, AvrII in MluI, za namene
vstavljanja LLO oziroma Y406A, katerim smo na začetku s pomočjo začetnih
nukleotidov in PCR pomnožili zraven tudi cepitveno mesto za TEV proteazo ter
histidinsko oznako His6 na C-koncu. Sledila je ligacija ter gojenje v LB gojǐsču
z ampicilinom. Ustrezne pomnožke (preverjene z AGE) smo izolirali s pomočjo
kompleta QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Nemčija) ter preverili prisotnost
napak v zaporedju z določanjem nukledotidnih zaporedij (GATC Biotech AG,
Nemčija). Za določanje zaporedij smo uporabili standardna začetna oligonukleotida
T7 promotor in T7 terminator ter zaradi zelo dolgega zaporedja še dodatni začetni
oligonukleotid Mitt-F-LLO.
Izhodnemu DARPinu 22 (D22) [143] smo spremenili aminokislinsko zaporedje
tako, da je ustrezalo aplikacijam vezave na membrano. V aminokislinskem
zaporedju D22 sta dva cisteina, ki bi morda lahko bila vzrok za nespecifične
konjugacije s funkcionaliziranimi lipidi. Zamenjali smo ju s serinoma. Nato smo
načrtovali dva konstrukta, pri enem smo dodali cepitveno mesto za matriks
metaloproteinazo MMP-9 (angl. matrix metalloproteinase-9 ) z aminokislinskim
zaporedjem GPLGMLSQ, povezovalec in cistein na N-konec ter ga poimenovali
D22N. Pri drugem smo dodali cepitveno mesto za MMP-9, povezovalec in cistein na
C-konec ter ga poimenovali D22C. Aminokislinski zaporedji načrtovanih DARPinov
sta navedeni v Tabeli 5, kjer so zamenjave iz cisteina v serin ter dodani cisteini
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označeni rdeče. Zelena barva predstavlja cepitveno mesto za MMP-9, modra barva
predstavlja cepitveno mesto za TEV proteazo, ki smo jo vnesli zgolj v primeru D22N,
pri D22C sta TEV cepitveno mesto in histidinska oznaka že prisotna v plazmidu
pET28a. Izhodno zaporedje D22 je označeno s krepko pisavo, medtem običajna
pisava predstavlja na novo dodano aminokislinsko zaporedje. Celotni nukleotidni
zaporedji za D22N in D22C smo naročili pri IDT (Integrated DNA Technologies,
ZDA) in ju preko NcoI in HindII v primeru D22N ter preko NdeI in HindIII z
restrikcijo in nato ligacijo vnesli v plazmid pET28a.












Legenda rdeča: zamenjava aminokisline cistein v serin oziroma
dodatek cisteina
zelena: aminokislinsko zaporedje cepitvenega mesta za
MMP-9
modra: aminokislinsko zaporedje cepitvenega mesta za
TEV proteazo
krepka pisava: izhodno aminokislinsko zaporedje D22
običajna pisava: na novo dodano aminokislinsko zaporedje
3.2.1.2 Priprava konstruktov za izražanje proteinov z in vitro
transkripcijo in translacijo (IVTT)
Konstrukte za in vitro transkripcijo in translacijo (IVTT) smo pripravili po istem
postopku, kot je opisano v poglavju 3.2.1.1. Razlika je, da smo za potrebe IVTT
pripravili konstrukte brez TEV cepitvenega mesta in histidinske oznake His6, saj
ne potrebujemo čǐsčenja z afinitetno kromatografijo. Fluorescenčni protein mCherry
smo v vektor vnesli preko restrikcijskih mest NdeI in BamHI. Ravno tako smo pri
fuzijskih proteinih z mCherry najprej vstavili v vektor mCherry protein preko NdeI
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in BamHI, nato pa LLO oziroma Y406A preko AvrII in MluI. Za vnos LLO oziroma
Y406A v pET17b brez fluorescenčnega proteina smo uporabili restrikcijska encima
NdeI in BamHI. V primeru EGFP-LLO oziroma EGFP-Y406A fuzijskega proteina
smo rezanje in ligacijo izvedli v eni stopnji, pri tem smo uporabili restrikcijske encime
NdeI in XbaI za vnos EGFP ter SpeI in NotI za vnos LLO oziroma Y406A. Ligacija
v eni stopnji je možna, ker XbaI in SpeI naredita takšna konca, da se pri ligaciji
združita skupaj in se izgubita restrikcijski mesti.
3.2.2 Izražanje proteinov
3.2.2.1 Izražanje rekombinantnih proteinov v E. coli
Rekombinantne proteine smo izrazili v kompetentnih celicah BL21(DE3). K 100 µl
celic smo dodali 1 µl plazmidne DNA. Po 15 min inkubacije na ledu smo izvedli
toplotni šok v vodni kopeli pri 42 °C, 90 s. Sledilo je 3 min ohlajanje na ledu in
dodatek 600 µl LB gojǐsča. Pustili smo stresati 1 h v inkubatorju pri 37 °C in 160
vrt./min. 200 µl suspenzije transformiranih celic smo razmazali na agarne plošče z
dodanim ampicilinom ali kanamicinom ter inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji
dan smo pripravili začetno kulturo, tako da smo kolonije iz agarne plošče nacepili v 50
ml tekočega gojǐsča (45 ml TB gojǐsča, 5 ml fosfatnega pufra, 100 µg/ml ampicilina,
34 µg/ml kanamicina) in inkubirali 2 h pri 37 °C. Nato smo 10 ml začetne kulture
prenesli v 1 l tekočega TB gojǐsča z dodatnim fosfatnim pufrom in antibiotiki v
istem razmerju kot pri začetni kulturi. Inkubirali smo pri 37 °C in 150 vrt./min
dokler OD600 ni dosegla vrednosti 1. Izražanje proteinov smo inducirali z dodatkom
IPTG do končne koncentracije 0.5 mM. Kulture smo inkubirali 20 h pri 20 °C in 160
vrt./min. Naslednji dan smo celične kulture centrifugirali 10 min pri 4400 x g in 4 °C.
Biomaso smo resuspendirali v pufru za lizo celic (50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 300
mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8.0) in jo do izolacije shranili na -80 °C. Izražanje
rekombinantnih proteinov smo preverili z NaDS PAGE. Vzorce smo pripravili tako,
da smo odvzeli 1 ml celične kulture pred in po indukciji. To smo centrifugirali 5 min
pri 2300 x g in 20 °C. Odstranili smo supernatant, pelet pa raztopili v 150 µl pufra
za lizo celic. Glede na izmerjen OD600 po indukciji smo primerno redčili vzorce za
primerljiv nanos na NaDS PAGE.
3.2.2.2 Izražanje rekombinantnih proteinov z IVTT
Za preverjanje izražanja in delovanja pripravljenih konstruktov smo izvedli in vitro
transkripcijo in translacijo. Poleg tega smo IVTT izvedli tudi znotraj GUV-ov.
Potrebne komponente za IVTT smo pripravili in optimizirali sami, kot je opisano v
naslednjih podpoglavjih.
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3.2.2.2.1 Priprava bakterijskega celičnega ekstrakta S30
Ekstrakt S30 je celični izvleček iz bakterije E. coli, ki vsebuje ribosome,
transkripcijske in translacijske dejavnike. Uporabili smo kulturo E. coli MRE600,
ki smo jo prenesli v gojǐsče S30. Inkubirali smo pri 37 °C, 180 vrt./min, 3h. Tako
pripravljeno začetno kulturo smo dodali v sveže gojǐsče S30 in inkubirali preko noči
pri 37 °C in 180 vrt./min. Naslednji dan smo prekonočno kulturo prenesli v sveže
gojǐsče S30 in inkubirali pri 37 °C in 230 vrt./min, da je OD600 dosegel 1. Od tukaj
naprej smo ves čas delali na ledu in v okolju brez RNaz. Kulturo smo centrifugirali 20
min pr 3500 x g in 4 °C. Pelet smo 3-krat sprali z ledeno hladnim pufrom S30 (10 mM
TrisOAc, 14 mM MgOAc, 60 mM KOAc v DEPC vodi sterilno prefiltrirano). Celični
pelet smo zamrznili na −80 °C. Slednjega smo naslednji dan odtalili in resuspendirali
v pufru S30. Lizo celic smo izvedli z eno pasažo skozi Emulsiflex homogenizator
(Avestin, Kanada) pri 1170 barih. Nato smo celični lizat centrifugirali 35 min pri
26054 x g in 4 °C. Po centrifugiranju smo uporabili supernatant, ki smo mu dodali
raztopino za prepis mRNA (2 mM TrisOAc, 3 M MgOAc, 50 mM mešanice vseh
aminokislin, 0.2 M ATP, 5 U/µl piruvat kinaze, 84 mM fosfoenolpiruvat v DEPC
vodi). Inkubirali smo na stresalniku pri 25 °C, 120 vrt./min, 1 h. V tem času se je
prepisala vsa endogena mRNA, celične nukleaze so razgradile mRNA in DNA. Pred
izvedbo dialize smo očistili dializno črevo (292 mg EDTA, 4 g NaOH v 1 l DEPC
vode). Dializa ekstrakta S30 je potekala v dializnem črevesu (MWCO 6000–8000
Da) v pufru S30 1 h pri 4 °C. Nato smo dializno črevo prestavili v svež pufer S30 in
dializirali še 1.5 h. Na koncu smo dializiran ekstrakt S30 alikvotirali in shranili pri
−80 °C.
3.2.2.2.2 Priprava IVTT reakcijske mešanice
Zo optimalno IVTT smo optimizirali sestavo reakcijske mešanice za IVTT kot
je navedeno v Tabeli 6. Vse aminokisline (alanin, asparagin, aspartat, cistein,
fenilalanin, glicin, glutamat, glutamin, histidin, izolevcin, levcin, lizin, prolin, serin,
triptofan, tirozin, treonin, valin, metionin) so bile raztopljene v 5 M KOH, razen
arginin v DEPC vodi. Vse komponente so bile pripravljene v okolju brez RNaz.
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Tabela 6: Seznam komponent v IVTT reakcijski mešanici
Komponente Proizvajalec Topilo Optimizacija
DEPC voda
(dietilpirokarbonat)
Sigma Aldrich, ZDA MQ voda
HEPES pufer Goldbio, ZDA DEPC voda 10 mM, 50 mM
DTT Inalco, ZDA DEPC voda
Folinska kislina Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda
K-glutamat Fluka, ZDA DEPC voda 100 mM, 200 mM
tRNA E. coli MRE600 Roche, Švica DEPC voda
NH4OAc Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda
MgOAc Chem-lab, Belgija DEPC voda 5 - 15 mM
LiKAcPO4 Fluka, ZDA DEPC voda 0 mM, 81 mM
3-PGA (fosfoglicerinska
kislina)
Sigma Aldrich, ZDA 1 M HEPES, pH
8.0
81, 70, 45, 40, 35, 30 mM
CoA (koencim A) Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 0 mM, 0.26 mM
NAD (nikotinamid adenin
dinukleotid)
Sigma Aldrich, ZDA 1/3 1.5 M
HEPES pH 8.0,
2/3 DEPC voda
0 mM, 0.33 mM
spermidin Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 0 mM, 1 mM
trehaloza J.T.Baker, ZDA DEPC voda 0 %, 4.6%
saharoza Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 120, 200, 300, 500, 700,
900 mM
PEG-8000 Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 0 %, 2 %, 6 %
ATP Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 1.5 mM v 1 M HEPES pH
8.0 in 1 M MES pH 6.0
GTP Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 1.5 mM v 1 M HEPES pH
8.0 in 1 M MES pH 6.0
CTP Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 0.9 mM v 1 M HEPES pH
8.0 in 1 M MES pH 6.0
UTP Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 0.9 mM v 1 M HEPES pH
8.0 in 1 M MES pH 6.0
cAMP Sigma Aldrich, ZDA DEPC voda 0.75 mM v 1 M HEPES
pH 8.0 in 1 M MES pH 6.0
aminokisline Sigma Aldrich, ZDA 5 M KOH in
DEPC voda
1 mM, 1.5 mM, 3 mM
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3.2.2.2.3 Sestava IVTT reakcije
Poleg IVTT reakcijske mešanice smo za uspešen potek IVTT dodali še DNA
(proteinski konstrukti v pET17b vektorju), T7 RNA polimerazo (Thermofische
Scientific, ZDA), RNasin Plus RNase Inhibitor (Promega, ZDA), ekstrakt S30 ter
DEPC vodo do končnega volumna. Poleg optimizacije sestave IVTT reakcijske
mešanice smo optimizirali tudi količino S30 (36 % ali 50 %), DNA (4, 5, 8 ali 15 nM)
in T7 RNA polimeraze (100 U ali 200 U) v končni mešanici. Sestava uporabljene
IVTT reakcijske mešanice je navedena v Tabeli 7, sestava končne mešanice, v kateri
je potekala IVTT reakcija, pa je navedena v Tabeli 8.
Tabela 7: Sestava uporabljene IVTT reakcijske mešanice
Komponente Koncentracija
Pufer HEPES pH 8.0 50 mM
tRNA E. coli MRE600 0.2 mg/ml
DTT 2.3 mM
ATP pH 8.0 1.5 mM
GTP pH 8.0 1.5 mM
CTP pH 8.0 0.9 mM
UTP pH 8.0 0.9 mM
cAMP pH 8.0 0.75 mM
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Tabela 8: Sestava končne mešanice za potek IVTT
Komponente Volumen Koncentracija
IVTT reakcijska mešanica 8 µl glej Tabelo 7
DNA 2 µl 4 - 5 nM
T7 RNA polimeraza 1 µl 100 U
ekstrakt S30 8 µl
DEPC voda 3 µl
Končni volumen 22 µl
3.2.2.2.4 Potek IVTT reakcije
Končno reakcijsko mešanico, navedeno v Tabeli 8, smo pripravili v okolju brez RNaz.
IVTT je potekala pri 20 °C brez mešanja 15 h. Sledilo je 5 h zorenja proteinov na
ledu.
3.2.2.2.5 NCF test
Za preverjanje uspešnosti IVTT pri optimizaciji IVTT reakcijske mešanice smo
uporabili nitrocefinski (NCF) test. Pri tem testu spektrofotometrično spremljamo
hidrolizo nitrocefina z β-laktamazo. Na pRDV vektorju smo imeli zapis za
β-laktamazo, katere proizvedena količina je bila odvisna od uspešnosti IVTT, iz
česar smo sklepali na primernost sestave IVTT reakcijske mešanice. Več kot je bilo
proizvedene β-laktamaze, več nitrocefina je razgradila. Nitrocefin (Becton, Dickinson
and Company Sparks, ZDA) smo raztopili v DMSO (koncentracija 6 mg/ml) in
redčili s 100 mM K2HPO4 do 0.5 mg/ml. Nato smo 10 µl NCF dodali 90 µl 100
mM K2HPO4 ter 0.5 µl 0.5 mM EDTA. Meritev smo izvedli v kiveti z 92 µl
tako pripravljenega substrata NCF in 4.6 µl vzorca po IVTT. Kinetiko razgradnje
substrata smo spremljali 12 min z meritvami absorbance pri 390 nm in 486 nm
s spektofotometrom 8453 UV-Vis (Agilent, ZDA). NCF namreč ob razgradnji z
β-laktamazo spremeni barvo iz rumene (Amax 390 nm) v rdečo (Amax 486 nm).
IVTT reakcijsko mešanico pri kateri smo dobili najvǐsje vrednosti smo uporabili za
IVTT pri testiranju funkcionalnosti proteinskih konstruktov ter IVTT v GUV-ih.
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3.2.3 Izolacija in čiščenje proteinov
3.2.3.1 Razbijanje bakterijskih celic z ultrazvokom ter priprava
vzorcev
Odtaljeno celično suspenzijo smo razbili s soniciranjem (10 min, 1 s soniciranja 2
s premora, amplituda 38 %) na ledu. Zatem smo s centrifugiranjem (47500 x g, 20
min, 4 °C) odstranili celične ostanke. Pri nadaljnjem delu smo uporabili supernatant,
ki smo ga prefiltrirali skozi filtra s 5 µm in 0.45 µm velikimi porami (Millipore
Merck, Nemčija). Tako pripravljeni celični lizati so bili osnova za nadaljnjo izolacijo
proteinov.
3.2.3.2 Čǐsčenje proteinov z Ni-afinitetno kromatografijo
Za čǐsčenje fluorescenčnih in fuzijskih proteinov smo v plastične kolone nanesli nosilec
NiNTA Superflow (Qiagen, Nemčija). Delo je potekalo v hladni sobi pri okoli 6 °C).
Raztopine so po koloni potovale in se eluirale z gravitacijo. Najprej smo kolono sprali
s pufrom za lizo, nato pa dodali prefiltriran supernatant od centrifugiranja. Kolone
smo zatesnili ter jih poležali na stresalnik za 1 h pri 100 vrt./min. Po končanem
stresanju smo kolone postavili na stojalo in počakali, da se je nosilec posedel. S
pomočjo gumijaste cevke in stǐsčka na koncu kolone smo počasi spuščali vzorec iz
kolone ter zbirali frakcije. Najprej je prǐsla ven nevezana frakcija, nato smo dodali
pufer za spiranje (50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol,
pH 8.0) in zbirali frakcije spiranja. Sledilo je dodajanje pufra za elucijo (50 mM
NaH2PO4/Na2HPO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8.0) in zbiranje frakcij
elucije. Vzorcem elucije smo pomerili koncentracijo, da smo lahko dodali ustrezno
količino TEV proteaze, tako da je bilo razmerje protein:TEV 1:10 ml:mol. Dializa
je potekala čez noč v kasetah Slide-A-Lyzer (Thermofischer Scientific, ZDA) v 1.5 l
dializnega pufra (20 mM Tris, 200 mM NaCl, 5 % glicerol, pH 7.0) v hladni sobi.
Naslednji dan smo kolone sprali z NiNTA II pufrom (50 mM Tris, 250 mM NaCl, 5
% glicerol, pH 7.0) in dodali vzorce iz dializne kasete na kolono. Pustili smo stresati
vzorce v koloni 1 h pri 100 vrt./min. Potem smo pustili, da se je v koloni posedel
nosilec in začeli z zbiranjem nevezanih frakcij, v katerih pričakujemo proteine z
odrezano histidinsko oznako His6. Sledila je elucija z elucijskim pufrom.
Za čǐsčenje D22C in D22N smo uporabili 10 ml Ni-afinitetno kolono (IMAC, angl.
immobilized metal affinity chromatography) z nosilcem NiNTA Superflow (Qiagen,
Nemčija). Uporabili smo kromatografski sistem Äkta FPLC (GE Healthcare, ZDA).
Po razbijanju celic z ultrazvokom smo nanesli lizat na kolono, ki smo ga v primeru
proteina D22C spirali s 15 % ter 20 % mešanico pufra B (50 mM Tris pH 7.4, 500 mM
NaCl, 500 mM imidazol) v pufru A (50 mM Tris pH 7.4, 500 mM NaCl). V primeru
proteina D22N smo spirali kolono z 10 % ter 20 % mešanico pufra B. Proteine smo
eluirali iz kolone s pufrom B. Z NaDS PAGE smo preverili čistost vzorcev in ker je
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D22N vseboval še veliko nečistoč, smo vzorec ponovno nanesli na kolono, spirali s
15 % mešanico pufra B in eluirali s pufrom B..
3.2.3.3 Koncentriranje in shranjevanje vzorcev
Za koncentriranje fuzijskih proteinov smo uporabili ultrafiltre AmiconUltra 30000
MWCO, za ostale proteine pa AmiconUltra 10000 MWCO (Millipore Merck, ZDA).
Koncentriranje je potekalo pri 4000 x g in 10 °C. Pri tem smo zamenjali tudi pufer,
v katerem smo proteine tudi shranili. Pri fuzijskih proteinih smo uporabili 20 mM
MES, 150 mM NaCl, 5 % glicerol, 2 mM DTT, pH 6.6. Pri D22C ter D22N smo
uporabili 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4. Na koncu smo vzorce centrifugirali
15 min pri 16000 x g in 10 °C, da smo posedli morebitne oborine in uporabili zgolj
supernatant. Pomerili smo koncentracijo proteinov s spektrofotometrom NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 (Thermofischer Scientific,ZDA). Vzorce smo razdelili
na manǰse alikvote, jih zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri −80 °C.
3.2.4 Izolacija in čiščenje arhejskih lipidov
Arhejske lipide smo izolirali iz predhodno pridobljene liofilizirane biomase iz arheje
Aeropyrum pernix na Biotehnǐski fakulteti, Katedra za biokemijo in kemijo živil [94].
Liofilizirani biomasi smo dodali metanol in pustili mešati 6 h. Zatem smo dodali
kloroform in pustili mešati 18 h. Nato smo dodali 0.5 M NaCl, raztopljen v vodi,
ter pustili mešati 3 h. Vse skupaj smo prefiltrirali s pomočjo vakuma, da smo ločili
neraztopljeno biomaso od raztopine. Prefiltrirani raztopini smo dodali še kloroform
in 0.5 M NaCl, da smo prǐsli do razmerja metanol:kloroform:voda = 2:2:1.8, ki je
optimalno za raztapljanje lipidov in proteinov. Mešanico smo premešali in pustili
stati preko noči, da so se faze dobro ločile. Na fazi med polarno (metanol:voda)
in nepolarno fazo (kloroform) so se raztopili proteini. Uporabili smo raztopljene
lipide v nepolarni fazi, ki smo jih frakcionirali z adsorbcijsko kromatografijo na
koloni Sep-Pak Vac 20 cc Silica (Waters, ZDA) z zaporednim dodajanjem kloroforma,
mešanice aceton:metanol 9:1 in metanola na kolono. Iz mešanice smo na rotavaporju
postopno odpareli vsa topila, suh lipidni film smo ponovno raztopili v kloroformu.
Čistost lipidov smo preverili s tankoplastno kromatografijo (TLC, angl. thin layer
chromatography). Pridobljeni lipidi so bili v okvirnem razmerju 91 mol% AGI in 9
mol% AI.
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3.2.5 Testiranje produktov po IVTT
Najbolj optimalno IVTT reakcijsko mešanico (Tabela 8) smo uporabili za analizo
IVTT pri testiranju funkcionalnosti proteinskih konstruktov. IVTT proteinskih
konstruktov (fluorescenčni fuzijski proteini z LLO oziroma Y406A) je potekala pri 20
°C brez mešanja 15 h. Sledilo je 5 h zorenja proteinov na ledu. Nato smo uspešnost
IVTT ter funkcionalnost proizvedenih produktov preverili z merjenjem fluorescence
in hemolize eritrocitov. Celotno mešanico po IVTT smo nanesli v UltraVision
mikrotitrne plošče s 384 jamicami s črnim dnom (4titude, Velika Britanija) ter
pomerili fluorescenco v čitalcu mikrotitrnih plošč SynergyMX (Biotek, ZDA) pod
naslednjimi pogoji: mCherry vzbujanje pri 587 nm s širino reže 9 nm ter spremljanje
emisije pri 610 nm s širino reže 13.5 nm, EGFP vzbujanje pri 488 nm s širino
reže 9 nm ter spremljanje emisije pri 509 nm s širino reže 9 nm. Nato smo 15 µl
pomerjene mešanice po IVTT prenesli v TPP® mikrotitrne ploščice s 96 jamicami
in prozornim dnom (Sigma-Aldrich, ZDA) ter jim dodali 85 µl pufra, v katerem
smo sprali eritrocite, 100 µl eritrocitne suspenzije in pomerili turbidanco jamic (glej
poglavje 3.2.6).
3.2.6 Merjenje hemolitične aktivnosti
LLO je hemolitično aktiven protein in tvori pore v eritrocitnih membranah.
To povzroči vdiranje vode skozi pore zaradi različnih koncentracij makromolekul
na obeh straneh membrane. Eritrociti popokajo, kar lahko spektrofotometrično
pomerimo preko manǰse turbidance eritrocitne suspenzije. Pri merjenju hemolitične
aktivnosti smo uporabili goveje eritrocite, ki smo jih pred uporabo 4-krat sprali s
primernim eritrocitnim pufrom (20 mM MES, 140 mM NaCl, pH 5.5 ali 20 mM Tris,
140 mM NaCl, pH 7.4). Pripravili smo eritrocitno suspenzijo, tako da je bila začetna
vrednost A630 vedno enaka 0.5. Pri analizi vzorcev po IVTT smo v prvo jamico
mikrotitrne plošče dodali 15 µl vzorca po IVTT ter 85 µl ustreznega eritrocitnega
pufra. V naslednjih jamicah smo izvedli serijske redčitve. Za preverjanje inhibicije
LLO oziroma Y406A z D22C ter D22N smo najprej v 50 µl pripravili serijsko redčitev
proteinov LLO ter Y406A, nato pa v vse jamice nanesli 50 µl 6 µM D22C ali D22N.
Vse redčitve proteinov so bile v pufru 20 mM MES, 140 mM NaCl, pH 5.5. To smo
inkubirali 30 min na sobni temperaturi. Tik pred začetkom merjenja smo dodali 100
µl eritrocitne suspenzije (v pufru 20 mM MES, 140 mM NaCl, pH 5.5). Meritve so
potekale v čitalcu mikrotitrnih plošč SynergyMX (Biotek, ZDA). Turbidanco vseh
jamic na plošči je aparat izmeril vsakih 20 s. Meritve so trajale 20 min pri 25 °C.
S programsko opremo Gen5 (Biotek, ZDA) smo določili Vmax (A630/min) za vsako
jamico posebej.
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3.2.7 Analiza proteinov z NaDS PAGE
Z NaDS PAGE smo analizirali proteine pri korakih čǐsčenja in izolacije. NaDS PAGE
smo uporabili tudi za ločevanje proteinov pred prenosom po Westernu, ter pri testu
konjugacije in cepitve D22C ter D22N z MLV-jev.
Vzorcem po IVTT (15 µl) smo dodali 5 µl nanašalnega pufra NuPAGE® LDS
Sample Buffer 4× (Invitrogen, ZDA). Vzorce izoliranih proteinov smo ustrezno
redčili z MQ vodo do volumna 15 µl, dodali smo 1 µl 0.5 M DTT ter 5 µl
nanašalnega pufra. Pri testu vezave proteinov na MLV-je smo ravno tako 15 µl
posameznih vzorcev dodali 1 µl 0.5 M DTT ter 5 µl nanašalnega pufra. Vzorce
smo 10 min segrevali pri 70 °C in jih skupaj z molekulskim standardom Novex®
Sharp Pre-Stained Protein Standard (ThermoFisher Scientific, ZDA) nanesli na
gel NuPAGE®Novex® Bis-Tris Mini Gel (Invitrogen, ZDA), ki smo ga vstavili
v elektroforezni sistem XCell SureLockMini-Cell Electrophoresis System (Life
Technologies, ZDA). Elektroforeza je potekala 40 min pri konstantni napetosti 200 V
v elektroforeznem pufru NuPAGE® MES SDS Running Buffer (Invitrogen, ZDA).
Po končani elektroforezi smo proteine obarvali z barvilom SimplyBlue SafeStain
(Invitrogen, ZDA).
3.2.8 Prenos po Westernu
Pri prenosu po Westernu smo proteine, ki smo jih predhodno ločili z NaDS PAGE,
prenesli iz NaDS PAGE gelov na polivinildien fluoridne membrane (PVDF) z
aparaturo iBlotGel Transfer Device (ThermoFischer Scientific, ZDA) po navodilih
proizvajalca s 7 min programom. Nato smo na PVDF membranah blokirali
nespecifična vezavna mesta z 1 h inkubacijo v 5 % (w/v) mleku v pufru TBST
(50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl in 0.1 % Tween 20). Po 2-kratnem spiranju po
5 min v TBST je sledila 1 h inkubacija na sobni temperaturi v raztopini primarnih
protiteles proti GFP (1:1000 v 5 % (w/v) mleku v TBST). Nato smo membrane
ponovno 4-krat sprali v TBST. Dodali smo raztopino s sekundarnimi protitelesi
proti kozjim IgG protitelesom (1:1000 v 5 % (w/v) mleku v TBST), jih inkubirali 1
h pri sobni temperaturi in 4-krat spirali v TBST. Vezana sekundarna protitelesa, ki
so konjugirana s hrenovo peroksidazo, smo zaznali s kemiluminiscentnim reagentom
Novex® ECL (ThermoFischer Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca. Slike smo
zajeli z napravo G:Box (Syngene, Indija).
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3.2.9 Priprava modelnih membranskih sistemov
3.2.9.1 Priprava GUV-ov z elektroformacijo
Za elektroformacijo GUV-ov smo uporabili napravo Vesicle Prep Pro (Nanion,
Nemčija). Založne lipidne mešanice smo pripravili in hranili v kloroformu pri −20
°C. Lipidnim mešanicam je bila dodana tudi fluorescenčna sonda rodamin DHPE
(ThemoFischer Scientific, ZDA) s končno koncentracijo 0.5 mol % 10 µl. 10 mM
založne lipidne mešanice smo nanesli na prevodno stran stekelca z indij-kositrovim
oksidom (ITO, angl. indium-tin oxide).








DOPC 100 mol %
3 V, 5 Hz,
36 °C,3 h
S (290 mM saharoza, 1 mM MES, pH 5.6),
G (290 mM glukoza, 1 mM MES, pH 5.6),
P (20 mM MES, 150 mM NaCl, pH 5.6)
POPC:Chol 1:1 od 4 V do 1 V,
od 10 Hz do 1 Hz,
37 °C, 3 h
S (290 mM saharoza, 1 mM MES, pH 5.5),
G (290 mM glukoza, 1 mM MES, pH 5.5),
P (20 mM MES, 150 mM NaCl, pH 5.5)
POPC:Chol 4:1
POPC 100 mol%
od 3 V do 1.6 V,
od 5 Hz do 1 Hz,
37 °C, 4 h
S (290 mM saharoza, 1 mM MES, pH 5.7),
G (290 mM glukoza, 1 mM MES, pH 5.7),
P (20 mM MES, 150 mM NaCl, pH 5.7)
POPC:SM 1:1 od 3 V do 1.6 V,
od 1 Hz do 5 Hz,
36 °C, 4 h
S (290 mM saharoza, 1 mM HEPES, pH
7.4),
G (290 mM glukoza, 1 mM HEPES, pH
7.4),





30 °C, 16 h
S (290 mM saharoza, 1 mM MES, pH 5.7),
G (290 mM glukoza, 1 mM MES, pH 5.7),
P (20 mM MES, 150 mM NaCl, pH 5.7)
Stekelce z lipidi smo sušili pod znižanim pritiskom vsaj 30 minut. Nato smo
na stekelce okrog posušenega lipidnega filma dodali O-tesnilo, znotraj katerega
smo nanesli saharozno raztopino (S). To smo prekrili še z enim ITO-stekelcem
ter postavili v napravo Vescile Prep Pro, kjer sta se prevodni strani stekelc
dotikali elektrod, da je lahko potekala elektroformacija. Protokoli elektroformacije
ter sestava raztopin je navedena v Tabeli 9 glede na pripadajočo lipidno sestavo.
Po končani elektroformaciji smo GUV-e posedli z dodajanjem glukozne raztopine
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(G) ter zamenjali raztopino s prebitkom pufrske raztopine (P). Vsem uporabljenim
raztopinam smo umerili osmolarnost z osmometrom Osmomat 3000 (Gonotec,
Nemčija), tako da so vse raztopine za posamezni poskus imele enako osmolarnost.
GUV-i so se posedali preko noči in smo jih porabili najkasneje v 4 dneh.
3.2.9.2 Priprava GUV-ov s prenosom vodno-oljne emulzije
Metoda s prenosom vodno-oljne emulzije omogoča, da GUV-i vsebujejo drugačno
notranjo raztopino kot zunanjo. Pri našem delu smo to metodo uporabili pri IVTT
znotraj GUV-ov.
Tabela 10: Sestava notranje raztopine za potek IVTT v GUV-ih
Komponente Volumen Koncentracija
IVTT reakcijska mešanica 4 µl glej Tabelo 7
DNA 1 µl 4 - 5 nM
T7 RNA polimeraza 0.5 µl 100 U
RNazni inhibitor 0.25 µl 10 U
ekstrakt S30 4 µl
DEPC voda 1.25 µl
Končni volumen 11 µl
Najprej smo ustrezno mešanico lipidov v kloroformu posušili na dnu steklene
vijale in zatem dodali mineralno olje. Da so se lipidi raztopili v mineralnem olju,
smo jih 1 h sonicirali v vodni kopeli pri 70 °C. Lipide smo pustili v temi preko
noči, da so se morebitni večji agregati posedli na dno in smo naslednji dan za
pripravo GUV-ov uporabili zgolj zgornjo raztopino. 10 µl notranje raztopine (sestava
opisana v Tabeli 10) smo dodali k 200 µl lipidom raztopljenim v mineralnem olju
in vorteksirali 20 s, da se je tvorila emulzija, pri čemer je notranjo raztopino
obdajal monosloj lipidov. 200 µl emulzije smo dodali na 55 µl zunanje raztopine
(sestava opisana v Tabeli 11). Zunanja raztopina je bila osmotsko uravnana z
notranjo raztopino in ni vsebovala DNA, ekstrakta S30, T7 RNA polimeraze in
RNaznega inhibitorja RNasIn Plus (Promega, ZDA), temveč je vsebovala enako
razmerje pufrov, v katerih so naštete komponente. Emulzijo smo pustili ekvilibrirati
na zunanji raztopini 10 min pri 20 °C, da se je lahko tvoril monosloj lipidov na
fazi med oljem in zunanjo raztopino. To smo nato centrifugirali 15 min pri 2000
x g in 20 °C. Na dnu mikrocentrifugirk so se posedli GUV-i nabrani v peletu. Da
bi preprečili stik z oljno fazo na vrhu, smo dno mikrocentrifugirk v bližini peleta
prebodli z iglo in s tokom tekočine je iz mikrocentrifugirke prineslo pelet z GUV-i.
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Tako pridobljene GUV-e smo nato inkubirali pri 30 °C, da je potekla IVTT znotraj
GUV-ov. Uporabili smo različne lipidne mešanice (POPC, DOPC, Chol, arhejski
lipidi), ki smo jim dodali 1 mol% NBD-PE oziroma rodamin DHPE za vizualizacijo
membran pod mikroskopom. Notranja raztopina je vsebovala saharozo, zunanja pa
glukozo in s tem smo omogočili lažje posedanje emulzije v zunanjo raztopino.




20 µl glej Tabelo 7
pufer DNA 5 µl 10 mM Tris pH 8.0
pufer T7 RNA
polimeraze
2.5 µl 50 mM Tris, 150 mM NaCl,
5 mM DTT, 50 % glicerol (v/v)
pufer RNaznega
inhibitorja
1.25 µl 20 mM HEPES pH 8.0, 50 mM KCl,
8 mM DTT, 50 % (v/v) glicerol
pufer ekstrakta S30 20 µl 10 mM Tris pH 7.6, 14 mM MgOAc,
60 mM KOAc
DEPC voda 6.25 µl
Končni volumen 55 µl
3.2.9.3 Priprava MLV-jev in LUV-ov
Multilamelarne vezikle (MLV) smo pripravili iz različnih lipidnih sestav in z
različnimi pufrskimi raztopinami, ki so navedene v Tabeli 12. Lipide smo raztopili
v kloroformu in jih zmešali v ustreznem molskem razmerju. Lipidnim mešanicam
smo s pomočjo rotavaporja (Büchi, Švica) odpareli kloroform iz steklene bučke.
Na dnu bučke se je tvoril enakomerno razporejen lipidni film, ki smo ga dodatno
sušili še 2 uri pri tlaku 20 milibarov. Lipidnemu filmu smo dodali pufrsko raztopino
in ga s pomočjo steklenih kroglic ter segrevanjem na 60 °C odcepili z dna bučke.
Tako pripravljene lipide v pufru smo 3-krat zamrznili in odmrznili v tekočem
dušiku. Na ta način smo pridobili MLV-je, ki smo jih uporabili za nadaljnje analize.
Kadar smo želeli zamenjati zunanjo raztopino okrog MLV-jev, smo jih sprali,
t.j. centrifugirali 800 x g, 8 min in nato odstranili supernatant. Pelet z MLV-ji
smo resuspendirali v ustreznem svežem pufru. Velike enolamelarne vezikle (LUV)
smo pridobili s ponavljajočim iztiskanjem (21 prehodov) raztopine MLV-jev skozi
polikarbonatno membrano s premerom por 100 nm. Kadar smo želeli zamenjati
zunanjo raztopino LUV-ov oziroma ločiti prost kalcein od LUV-ov, smo raztopino
z LUV-i ločili z velikostno izključitveno kolono z matriksom Superdex G-50 (GE
Healthcare, ZDA). Koncentracijo lipidov smo izmerili z encimskim testom Wako
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(Wako, ZDA) za določanje koncentracije fosfolipida B (za določanje koncentracije
POPC in DOPC) ter prostega holesterola C (za določanje koncentracije holesterola).
Velikost in uniformnost LUV-ov smo preverili z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS,
angl. dynamic light scattering) na napravi Zetasizer Nano (Malvern Panalytical,
Velika Britanija).






Arh:Chol 1:1 LUV Znotraj: 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 80 mM
kalcein, pH 8.0
Zunaj: 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 8.0
POPC:Chol 1:1 LUV Znotraj: 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 80 mM
kalcein, 1 mM EDTA, pH 8.0










MLV Znotraj: 20 mM HEPES, 250 mM NaCl, 60 mM
kalcein, pH 8.0
Zunaj: 20 mM HEPES; 300 mM NaCl, pH 8.0
POPC:Chol:
PE-MCC 60:38:2





MLV Znotraj: 20 mM HEPES, 250 mM NaCl, 60 mM
kalcein, pH 8.0
Zunaj: 20 mM HEPES; 300 mM NaCl, pH 8.0
3.2.10 Izražanje proteinov znotraj GUV-ov
Fluorescenčne in fuzijske proteine smo s pomočjo IVTT izražali znotraj GUV-ov.
GUV-e z IVTT reakcijsko mešanico smo pripravili, kot je opisano v poglavju 3.2.9.2.
IVTT je potekala v temi od 3 h do 70 h, odvisno od hitrosti nastajanja proteinov,
pri 30 °C.
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3.2.11 Analiza GUV-ov s konfokalno fluorescenčno
mikroskopijo
Z uporabo konfokalne fluorescenčne mikroskopije smo analizirali permeabilizacijo
GUV-ov s proteini, ki tvorijo pore (LLO in lizenin), vezavo LLO v fuziji s
fluorescenčnimi proteini na GUV-e ter izražanje proteinov v GUV-ih po IVTT.
Pri analizi permeabilizacije GUV-ov smo raztopino z GUV-i zmešali s pufrsko
raztopino, fluorescenčnimi dekstrani (FD) in proteinom, ter inkubirali pri sobni
temperaturi. Pri kontrolnem poskusu smo namesto proteina dodali ustrezno
količino pufrske raztopine. Uporabili smo FD-je velikosti 4, 10, 20, 70, 150 in
2000 kDa s končno koncentracijo 1 mg/ml. FD-je smo analizirali z velikostno
izključitveno kromatografijo, da smo preverili njihovo homogenost. Zbrane frakcije
po velikostni izključitveni kromatografiji smo dodali GUV-om z LLO in preverili
permeabilnost. Permeabilizacijo GUV-ov smo analizirali v programu ImageJ.
Odstotek permeablizacije posameznega GUV-a smo izračunali po enačbi 1, pri čemer
smo najprej določili vrednost GUVout na posamezni sliki, tako da smo izračunali
povprečno vrednost intezitet fluorescence FD-jev petih področij izven GUV-ov na
posamezni sliki. Vrednost GUVin predstavlja intenziteto fluorescence FD-jev znotraj
posameznega GUV-a na isti sliki, kot je bil izračunan GUVout.
%permeabilzacije = 100 · GUV in
GUV out
(1)
Pri analizi vezave LLO na GUV-e iz arhejskih lipidov oziroma GUV-ov
sestavljenih iz POPC in holesterola smo uporabili fluorescenčne fuzijske
proteine EGFP-LLO, EGFP-Y406A ter EGFP protein brez fuzije, s končnimi
koncentracijami 200 nM. GUV-e po dodatku proteinov smo inkubirali pri sobni
temperaturi v temi 30 min pred analizo z mikroskopom.
S pomočjo konfokalne fluorescenčne mikroskopije smo analizirali tudi izražanje
proteinov v GUV-ih po IVTT. V programu ImageJ smo na slikah z resolucijo 512
x 512 pikslov preko GUV-ov potegnili črto debeline 5 pikslov, po kateri je nato
program podal intenziteto fluorescence. Iz tega smo sklepali, v katerem področju
GUV-ov (membrana ali lumen) je več fluorescenčnih proteinov.
Slike smo zajeli na DMI6000 CS invertnem Leica TCS SP5 konfokalnem laserskem
mikroskopu (Leica Microsystems GmbH, Nemčija) s 40 x ali 63 x imerzijskim
objektivom. Uporabljene valovne dolžine za vzbujanje in emisijo fluoroforov so bile
naslednje: FD vzbujanje pri 488 nm in emisija pri 497–534 nm, EGFP vzbujanje pri
488 nm in emisija pri 505–530 nm, NBD-PE v membranah GUV-ov vzbujanje pri
488 nm, in emisija pri 500–535 nm, mCherry vzbujanje pri 543 nm in emisija pri
580–650 nm, rodamin v membranah GUV-ov vzbujanje pri 543 nm in emisija pri
570–620 nm.
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3.2.12 Analiza GUV-ov s pretočno citometrijo
Za analizo s pretočno citometrijo smo zmešali raztopino GUV-ov z LLO ali lizeninom
s končnimi koncentracijami 1, 10, 100 in 500 nM. Pri kontroli smo namesto
raztopine s proteinom uporabili sam pufer. Vzorce smo inkubirali 30 minut pri
sobni temperaturi. Vzorce smo analizirali s PARTEC CyFlow (Sysmex Partec,
Japonska) pretočnim citometrom. Pri tem smo delce sledili s stranskim (SSC) in
prednjim (FSC) sipanjem na logaritmični skali. Spodnja meja zaznavanja FSC je
bila nastavljena na 70, da bi omejili detekcijo zelo majhnih veziklov in micelov. Pri
vsakem vzorcu je bilo posnetih najmanj 15000 dogodkov. Kot kontrolo smo uporabili
fluorescenčne kroglice s kalibriranimi velikostmi 1, 3 in 10 µm. Za analizo rezultatov
smo uporabili program FlowJo (BD, ZDA).
3.2.13 Test konjugacije in cepitve D22C z MLV-jev
3.2.13.1 Konjugacija D22C na MLV-je
MLV-je smo pripravili, kot je opisano v poglavju 3.2.9.3. Za konjugacijo D22C
s cisteinom na MLV-je smo uporabili lipide z DSPE-PEG2000-Maleimide
(1,2-disteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamin-N-[maleimid(polietilen
glikol)-2000]) in PE-MCC (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamin-N-
[4-(p-maleimidometil)ciklohesan-karboksamid]) za kovalentno vezavo
ter DSPE-PEG2000-PDP (1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoethanolamin-N-
[PDP(poliethilen glikol)-2000]) za reverzibilno vezavo z disulfidnim mostičkom.
V 150 µl končne mešanice so bili prisotni 5 µM D22C in 1 mM MLV-ji s PDP
funkcionalinimi lipidi. Pri funkcionalnih lipidih z maleimidom in MCC smo dodali
še 0.01 mM TCEP. To smo inkubirali preko noči pri 25 °C in 500 vrt./min v
argonski atmosferi. Nevezan D22C smo odstranili s centrifugiranjem (800 x g, 8
min, 20 °C) in dodatkom svežega pufra.
3.2.13.2 Cepitev D22C z MLV-jev
Najprej smo preverili uspešnost cepitve D22C z MLV-jev, tako da smo dodali 0.1
µg MMP-9 ali 10 mM TCEP in inkubirali pri 25 °C 30 min. Nato smo vzorec
centrifugirali (16100 x g, 5 min, 20 °C) in pelet ter supernatant analizirali z NaDS
PAGE. Želeli smo preveriti tudi vezavo Y406A na MLV-je konjugirane z D22C ter
naknadno cepitev. Pri tem smo MLV-jem konjugiranim z D22C dodali 1 µg Y406A
in jih inkubirali 30 min pri 25 °C. Nato smo vzorec centrifugirali (800 x g, 8 min,
20 °C), supernatant pa shranili za analizo z NaDS PAGE. Pelet smo resuspendirali
v pufru in dodali 0.1 µg MMP-9 ali 10 mM TCEP in inkubirali pri 25 °C 30 min.
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Vzorec smo centrifugirali (16100 x g, 5 min, 20 °C) in supernatant ter pelet analizirali
z NaDS PAGE.
3.2.14 Analiza sproščanja kalceina iz veziklov
3.2.14.1 Analiza sproščanja kalceina iz arhejskih LUV-ov
LUV-i so bili pripravljeni, kot je opisano v poglavju 3.2.9.3. Uporabili smo LUV-e
z lipidno sestavo Arh:Chol 1:1 ter za kontrolo LUV-e z lipidno sestavo POPC:Chol
1:1. Oboji so imeli notranjo raztopino 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 80 mM
kalcein, pH 8.0 in zunanjo raztopino 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 8.0.
Merjenje sprememb v intenziteti fluorescence pri sproščanju kalceina smo izvedli s
QuantaMaster spektro-fluorimetrom (Photon Technology International, ZDA). Pri
tem smo uporabili 1.5 ml kivete iz kvarčnega stekla (Hellma, Nemčija) z magnetnim
mešalom. 50 µM raztopini LUV-ov pri pH 8.0 smo po 300 s dodali LLO ali Y406A
s končno koncentracijo 30 nM. V primeru Y406A smo čez nadaljnjih 500 s dodali 3
µl HCl, da smo zakisali raztopino do pH 6.5. Popolno sproščanje kalceina iz veziklov
smo dosegli z dodatkom detergenta Triton X-100 (2 mM končna koncentracija).
Uporabljena valovna dolžina za vzbujanje fluorescence kalceina je bila 485 nm in
valovna dolžina za detekcijo emisije fluorescence je bila 520 nm. Pri vzbujanju in
emisiji je bila širina reže nastavljena na 5 nm. Meritve so potekale pri 25 °C s
konstantnim mešanjem. Odstotek sproščenega kalceina je bil izračunan glede na
popolno sproščen kalcein po dodatku detergenta.
3.2.14.2 Analiza sproščanja kalceina iz LUV-ov z Y406A in D22
LUV-i z lipidno sestavo POPC:Chol 1:1 pri pH 8.0 so bili pripravljeni, kot je opisano
v poglavju 3.2.9.3. Za spremljanje sproščanja kalceina iz LUV-ov smo uporabili
QuantaMaster spektro-fluorimetrom (Photon Technology International, ZDA) in 1.5
ml kivete iz kvarčnega stekla (Hellma, Nemčija) z magnetnim mešalom. Končni
volumen vzorcev je bil 1 ml, končna koncentracija lipidov pa 50 µM. Začetno
fluorescenco smo spremljali 300 s, preden smo dodali proteine Y406A (30 nM končna
koncentracija) ali D22 (1 µM končna koncentracija). Za aktivacijo Y406A smo znižali
pH raztopine z dodatkom 3 µl 7 % HCl. Da bi preverili inhibicijo Y406A z D22,
smo izvedli različne kombinacije dodajanja D22 ter Y406A k LUV-om ter zakisanja
raztopine. D22 smo dodali takoj (10 s) po aktivaciji Y406A, da bi preverili, kako
hiter je učinek inhibicije. D22 smo predinkubirali 30 min z Y406A pred dodatkom
LUV-om, ki smo jim naknadno znižali pH. Poskus smo izvedli tudi tako, da smo
najprej dodali Y406A, nato pa D22 in zgolj 10 s zatem zakisali raztopino. Dodatna
izvedba je bila, da smo najprej dodali D22 k LUV-om, nato zakisali raztopino in
dodali še Y406A. Po dodatku vseh komponent smo spremljali fluorescenco vsaj
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400 s, preden smo dodali Triton X-100 (2 mM končna koncentracija), da smo
dosegli popolno sproščanje kalceina iz LUV-ov. Uporabljena valovna dolžina za
vzbujanje fluorescence kalceina je bila 485 nm in valovna dolžina za detekcijo emisije
fluorescence je bila 520 nm. Pri vzbujanju in emisiji je bila širina reže nastavljena na
5 nm. Meritve so potekale pri 25 °C s konstantnim mešanjem. Odstotek sproščenega
kalceina (a.e.) je bil izračunan glede na popolno sproščen kalcein po dodatku
detergenta.
3.2.14.3 Analiza sproščanja kalceina iz MLV-jev z logičnimi vrati
Sproščanje kalceina smo spremljali na mikrotitrnih ploščah s 96 jamicami (Costar,
ZDA). Pri tem poskusu smo uporabili MLV-je s konjugiranim D22C z maleimidom
za cepitev z MMP-9, medtem ko smo za cepitev s TCEP uporabili MLV-je s
konjugiranim D22C s PDP. D22C smo na MLV-je konjugirali, kot je opisano v
poglavju 3.2.13.1. Končni volumen reakcij je bil 50 µl. Najprej smo pomerili ozadje
fluorescence 0.5 mM MLV-jev v pufru 20 mM HEPES, 300 mM NaCl, pH 8.0 (v
primeru poskusov z MMP-9 je pufer vseboval tudi 10 mM CaCl2 in 100 µM ZnSO4).
Nato smo dodali Y406A s končno koncetracijo 500 nM in inkubirali 30 min pri 25
°C in 600 vrt./min. Zatem smo dodali 0.1 µg MMP-9 ali 10 mM TCEP in inkubirali
30 min pri 25 °C in 600 vrt./min. Za znižanje pH smo dodali 0.5 µl 3.5 % HCl in
inkubirali 30 min pri 25 °C in 600 vrt./min. Na koncu smo dodali Triton X-100, da
smo dosegli popolno sprostitev kalceina iz veziklov. Fluorescenčni signal smo merili
v čitalcu mikrotitrnih plošč SynergyMX (Biotek, ZDA).
Sproščanje kalceina smo spremljali tudi s spektro-fluorimetrom iz MLV-jev z
lipidno sestavo POPC:Chol:DSPE-PEG2000-PDP 60:38:2 v pufru 20 mM HEPES,
300 mM NaCl, pH 8.0, ki so imeli s PDP konjugiran D22C. Za spremljanje sproščanja
kalceina iz MLV-jev smo uporabili QuantaMaster spektro-fluorimetrom (Photon
Technology International, ZDA) in 1.5 ml kivete iz kvarčnega stekla (Hellma,
Nemčija) z magnetnim mešalom. Končni volumen vzorcev je bil 1 ml, končna
koncentracija lipidov pa 30 µM. Začetno fluorescenco smo spremljali 300 s, preden
smo dodali proteine Y406A (100 nM končna koncentracija). Nato smo pri enem
poskusu najprej dodali reducent TCEP s končno koncentracijo 10 mM, zatem pa
4.5 µl 7 % HCl do pH okoli 6.5. Pri drugem poskusu pa ravno obratno, najprej smo
dodali HCl in nato TCEP. Po dodatku vseh komponent smo spremljali fluorescenco
vsaj 400 s, preden smo dodali Triton X-100 (2 mM končna koncentracija), da smo
dosegli popolno sproščanje kalceina iz MLV-jev. Uporabljena valovna dolžina za
vzbujanje fluorescence kalceina je bila 485 nm in valovna dolžina za detekcijo emisije
fluorescence je bila 520 nm. Pri vzbujanju in emisiji je bila širina reže nastavljena na
5 nm. Meritve so potekale pri 25 °C s konstantnim mešanjem. Odstotek sproščenega
kalceina (a.e.) je bil izračunan glede na popolno sproščen kalcein po dodatku
detergenta.
Rezultati
4.1 Učinek delovanja LLO na lipidne membrane
Pri raziskovanju vpliva delovanja LLO na lipidne membrane smo sodelovali
z raziskovalno skupino Simona Scheuringa (Marseille, Francija). S pomočjo
mikroskopa na atomsko silo v realnem času (HS-AFM, angl. high speed atomic
force microscopy) so opazili, da LLO pri zadostni količi holesterola v membranah
(vsaj 20 %) naredi pore v obliki lokov. Posamezen lok je bil dolg okoli 50 nm in
sestavljen iz 20 monomerov LLO. Sčasoma je LLO naredil vse več lokov ter nadalje
poškodoval membrano iz obstoječih poškodb tudi kot monomer brez nastanka pore.
Posledično so bile vidne velike poškodbe na membrani, ki smo jih želeli preveriti
tudi z membranskimi sistemi [144]. Za raziskave učinka LLO na lipidne membrane
smo uporabili vezikle celičnih velikosti (GUV), ker predstavljalo preprost biološki
modelni sistem in jih zaradi njihovih velikosti (>1 µm) lahko opazujemo s pretočno
citometrijo in konfokalno fluorescenčno mikroskopijo. Poleg divjega tipa LLO nas je
zanimalo tudi delovanje mutanta LLO Y406A, ki ima zaradi zamenjave tirozina z
alaninom na mestu 406 od pH odvisno delovanje in je zato zanimiv za uporabo v
biotehnoloških aplikacijah.
4.1.1 Spremljanje delovanja LLO na GUV-e s pretočno
citometrijo
Učinek delovanja LLO na GUV-e smo spremljali s pretočno citometrijo. S pretočno
citometrijo smo spremljali porazdelitev velikosti in oblike GUV-ov po dodatku
različnih koncentracij LLO (Slika 11).
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Slika 11: Analiza GUV-ov s pretočno citometrijo. a) GUV-i z lipidno sestavo DOPC:Chol
4:1 brez dodatka LLO (sive pike) in v prisotnosti 500 nM LLO (črne pike). Za primerjavo
so prikazane velikostno umerjene fluorescenčne kroglice (rdeče). b) Na grafu je prikazan
odstotek GUV-ov, večjih od 3 µm po dodatku različnih koncentracij LLO. GUV-e smo
analizirali desno od označene črne črtkane črte na grafu a. Črto smo postavili glede na
velikostno umerjene fluorescenčne kroglice velikosti 3 µm. c) GUV-i z lipidno sestavo 100
% DOPC brez dodatka LLO (sive pike) in v prisotnosti 500 nM LLO (črne pike). d)
Kvantifikacija podatkov predstavljenih na c, kot je opisano pri b. e) GUV-i z lipidno sestavo
POPC:SM 1:1 brez dodatka lizenina (sive pike) in v prisotnosti 500 nM lizenina (črne pike).
f) Kvantifikacija podatkov predstavljenih na e, kot je opisano v b. Podatki predstavljeni v
b, d in f (povprečje ± standardni odklon) so rezultat treh neodvisnih poskusov.
Opazili smo, da se po dodatku LLO vrednosti prednjega sipanja (FSC, angl.
forward scatter) pomaknejo proti nižjim vrednostim, kar nam pove, da drastično
upade število večjih GUV-ov. S pomočjo umerjenih fluorescenčnih kroglic smo
opazili, da propade večina GUV-ov, večjih od 3 µm. Poleg tega se vidi tudi, da
se proti vǐsjim vrednostim pomakne stransko sipanje (SSC, angl. side scatter), ki
odraža povečanje granulacije in kompleksnosti delcev. Kot kontrolo smo uporabili
GUV-e brez holesterola (100 % DOPC), kjer ni prǐslo do spremembe v populaciji
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GUV-ov. Ravno tako nismo opazili vpliva na velikost GUV-ov, ko smo dodali lizenin,
PFT iz družine aerolizinu podobnih proteinov. Za lizenin je namreč znano, da naredi
pore, sestavljene iz 9 podenot, premera od 1.6 do 2.5 nm [145]. Lizenin za vezavo
in nastanek por potrebuje sfingomielin, zato smo uporabili GUV-e z lipidno sestavo
POPC:SM 1:1 pri pH 7.4.
4.1.2 Permeabilizacija GUV-ov z LLO
S fluorescenčno konfokalno mikroskopijo smo spremljali permeabilizacijo GUV-ov z
LLO, Y406A in lizeninom. GUV-i so bili pripravljeni po metodi elektroformacije.
Opazovali smo prehajanje različno velikih fluorescenčnih dekstranov (FD) skozi
membrane GUV-ov po dodatku proteinov po različnih časih (Slika 12). Pri optimalni
lipidni sestavi za delovanje LLO z vsaj 20 mol% holesterola so FD-ji velikosti 4 kDa,
20 kDa in 70 kDa prešli membrano že po 5 minutah, medtem ko so večji FD-ji rabili
več časa. Pri FD 150 kDa smo opazili postopno prehajanje, iz česar lahko sklepamo,
da LLO sčasoma povzroči vse večje poškodbe na membrani, kar omogoči prehod
tudi večjim dekstranom skozi membrano. Uporabili smo tudi GUV-e z vsebnostjo
zgolj 10 mol% holesterola, kjer je FD 70 kDa rabil več časa (60 min) za prehod
skozi membrano kot pa v primeru 20 mol% holesterola (5 min), kar tudi potrjuje
holesterolno odvisnost delovanja LLO [146]. Podobno kot pri rezultatih pretočne
citometrije lahko tudi tukaj opazimo, da se število GUV-ov po dodatku LLO občutno
zmanǰsa (Slika 12a in b). Kot kontrolo za primerjavo z delovanjem LLO smo uporabili
lizenin, ki je omogočil prehajanje zgolj FD 4 kDa skozi membrano GUV-ov, kar je
po pričakovanju glede na premer pore. Hidrodinamski radiji posameznih dekstranov
so navedeni v Tabeli 13. Vidimo lahko, da pore LLO v primerjavi z lizeninom
prepuščajo večje dekstrane, kar je v skladu z rezultati HS-AFM, kjer se je videlo, da
LLO povzroči večje lezije na membrani [144]. Skladno s temi rezultati in rezultati
pretočne citometrije vidimo, da GUV-i propadajo, kar se vidi iz zmanǰsanega števila
GUV-ov ob prisotnosti LLO.
Zanimalo nas je tudi delovanje mutanta LLO Y406A v primerjavi z divjim tipom
LLO (Slika 12h), predvsem iz vidika možnosti uporabe Y406A v biotehnoloških
aplikacijah, kjer si želimo velikih por, ki bi omogočile dostavo in sproščanje velikih
molekul. Opazili smo, da Y406A premeabilizira GUV-e v enakem obsegu kot LLO,
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Slika 12: Permeabilizacija GUV-ov z LLO, Y406A in lizeninom. a) Dodatek FD 4 v zunanji
okolici GUV-ov brez prisotnosti LLO. b) GUV-i (leva slika, rdeče obarvana membrana) v
prisotnosti 500 nM LLO in FD 4 po 60 min inkubacije (srednja slika, zelen signal FD-jev).
Desna slika predstavlja združeni sliki. c) Kvantifikacija permeabilizacije GUV-ov z 500 nM
LLO in FD-ji različnih velikosti po različnih časih inkubacije pri pH 5.6. ’K’ označuje
kontrolo brez dodatka LLO po 60 min inkubacije. Črne pike predstavljajo posamične GUV-e
z lipidno sestavo DOPC:Chol 4:1, rdeče pike pa DOPC:Chol 9:1. d) GUV-i z lipidno sestavo
DOPC:Chol 9:1 (leva slika) v prisotnosti 500 nM LLO in FD 70 (srednja slika) po 60 min
inkubacije. e) GUV-i z lipidno sestavo POPC:SM 1:1 (leva slika) v prisotnosti 500 nM
lizenina in FD 70 (srednja slika) po 30 min inkubacije. f) GUV-i z lipidno sestavo POPC:Chol
1:1 (leva slika) v prisotnosti 100 nM Y406A in FD 70 (srednja slika) po 30 min inkubacije. g)
Kvantifikacija permeabilizacije GUV-ov sestavljenih iz POPC:SM 1:1 z 500 nM lizeninom in
FD-ji različnih velikosti po različnih časih inkubacije pri pH 7.4. ’K’ označuje kontrolo brez
dodatka LLO po 30 min inkubacije. h) Kvantifikacija permeabilizacije GUV-ov sestavljenih
iz POPC:Chol 1:1 z 100 nM LLO ali Y406A in FD-ji različnih velikosti po različnih časih
inkubacije pri pH 5.5. ’K’ označuje kontrolo brez dodatka proteinov po 30 min inkubacije.
Pike na grafih predstavljajo podatke o odstotku permeabilizacije posameznega GUV-a. Na
grafih je označena povprečna vrednost (štirikotnik) ± standardni odklon. Velikostno merilo
na slikah predstavlja 20 µm. FD X označuje fluorescentne dekstrane, kjer je namesto X
zapisana velikost destrana v kDa.
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Tabela 13: Hidrodinamski radiji fluorescenčnih dekstranov [147]







4.1.3 Interakcije LLO z arhejskimi lipidi
Arhejski lipidi imajo glicerol vezan na izoprenoidno verigo z etrsko vezjo, ki je
veliko stabilneǰsa kot estrska vez pri bakterijah in evkariontih. Zato so tudi vezikli
pripravljeni iz arhejskih lipidov zelo stabilni in zanimivi za uporabo v biotehnološke
namene. Za pripravo veziklov iz arhejskih lipidov (arheosomov) smo uporabili
lipide iz termofilne arheje Aeropyrum pernix K1 [94]. S pomočjo GUV-ov smo
želeli preveriti vezavo LLO in Y406A na arhejske lipide. Arhejski lipidi imajo
na glave vezane sladkorje, poleg tega pa so sestavljeni iz rigidnih izoprenoidnih
verig, kar otežuje pripravo GUV-ov z elektroformacijo. V literaturi smo zasledili
protokol za elektroformacijo GUV-ov, sestavljenih izključno iz arhejskih lipidov [148],
vendar pa smo za vgradnjo holesterola potrebovali še dodatno optimizirati protokol
elektroformacije. Na GUV-ih pripravljenih z elektroformacijo smo opazovali vezavo
LLO ter Y406A v fuziji z zelenim fluorescenčnim proteinom (EGFP)(Slika 13). Kot
kontrolo smo uporabili sam EGFP protein ter POPC GUV-e z ali brez holesterola.
EGFP-LLO ter EGFP-Y406A sta se vezala na GUV-e s holesterolom (Arh:Chol 4:1
ter POPC:Chol 4:1) in ne na POPC GUV-e brez holesterola, kar je po pričakovanjih
glede na holesterolno odvisnost LLO. Sam EGFP protein se ni vezal na nobene
vezikle. Prǐsli pa smo tudi do presenetljivih rezultatov, saj sta se LLO in Y406A
vezala tudi na arhejske GUV-e brez holesterola. To kaže na morebitno dodatno
vezavno mesto LLO za komponente celičnih membran, saj je do sedaj veljalo, da je
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Slika 13: Vezava in delovanje LLO ter Y406A na arheosomih. a, b in c) Slike konfokalne
fluorescenčne mikroskopije Arh ali POPC GUV-ov brez holesterola ali z 20 mol% holesterola
po dodatku 200 nM proteinov a: EGFP-LLO, b: EGFP-Y406A, c: EGFP pri pH 7.4.
Velikostno merilo na slikah predstavlja 10 µm. d) Odstotek sproščanega kalceina (a.e.) iz
Arh:Chol 1:1 LUV-ov po dodatku proteinov. Črna krivulja predstavlja sproščanje kalceina
po dodatku LLO (30 nM končna koncentracija, črna puščica). Rdeča krivulja predstavlja
sproščanje kalceina po dodatku Y406A (30 nM končna koncentracija, črna puščica) in
zakisanju s HCl na pH okrog 6.5 (rdeča puščica). e) Odstotek sproščanega kalceina (a.e.) iz
POPC:Chol 1:1 LUV-ov po dodatku proteinov. Črna krivulja predstavlja sproščanje kalceina
po dodatku LLO (30 nM končna koncentracija, črna puščica). Rdeča krivulja predstavlja
sproščanje kalceina po dodatku Y406A (30 nM končna koncentracija, črna puščica) in
zakisanju s HCl na pH okrog 6.5 (rdeča puščica). LUV-i pri d in e so bili v pufru 10
mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 8.0.
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Preverili smo tudi sposobnost nastanka por LLO in Y406A na arheosomih s
sproščanjem kalceina iz arheosomov po dodatku proteinov (Slika 13d). V LUV-ih
je bil ujet kalcein, zunanja okolica pa je bila rahlo bazična (pH 8.0). Po dodatku
LLO, ki pri sobni temperaturi ni pH odvisen, se je kalcein sprostil iz veziklov takoj
ob dodatku LLO pri pH 8.0. V nasprotju je od pH odvisen Y406A naredil pore šele
po zakisanju na pH 6.5. Rezultati sproščanja kalceina iz arheosomov so primerljivi
z rezultati sproščanja kalceina iz POPC:Chol veziklov (Slika 13e), kar je dober obet
za uporabo arheosomov v biotehnologiji.
4.2 IVTT v GUV-ih
4.2.1 Testiranje aktivnosti proteinskih konstruktov po
IVTT
Za uspešen potek IVTT smo najprej optimizirali sestavo IVTT reakcijske mešanice,
katere delovanje smo preverili z NCF testom. Najbolj optimalno mešanico (opisana
v Tabeli 7 in 8) smo uporabili za testiranje aktivnosti proteinskih konstruktov po
IVTT. Konstruktom, ki so opisani v Tabeli 14, smo pomerili hemolitično aktivnost
in jakost fluorescence (Slika 14). Konstrukti so se med seboj razlikovali po sestavi
aminokislinskega povezovalca med fluorescenčnim proteinom (mCherry ali EGFP)
in LLO oziroma Y406A. Želeli smo preveriti, ali povezovalec vpliva na izražanje in
aktivnost fuzijskih proteinov. Iz testov hemolitične aktivnosti lahko sklepamo, da je
bil najbolje aktiven oziroma v največji meri z IVTT nastal LLO brez fuzijskega
proteina. To si lahko razlagamo z dejstvom, da kraǰsi protein brez fuzije lahko
nastane v vǐsji koncentraciji ali pa, da LLO brez fuzije lažje naredil pore, saj
je možno, da fluorescenčni protein ovira oligomerizacijo oziroma nastanek por.
V primeru LLO vidimo, da pH ni imel bistvenega vpliva na aktivnost. Manǰse
razlike smo opazili pri različnih povezovalcih med fluorescenčnim proteinom in LLO.
Imena proteinov in aminokislinska zaporedja povezovalcev so navedena v Tabeli 14.
Pri pH 7.4 je bil najbolj aktiven mCherry-LLO, manj pa mCherry-PR-LLO in
mCherry-AE-LLO. V primeru Y406A prav tako opazimo, da je bil protein brez fuzije
najbolj aktiven. Sicer pa so bili fuzijski proteini celo 10-krat slabše aktivni kakor sam
LLO. Tudi pri Y406A so bili fuzijski proteini s povezovalcem GGGSGGGSPR bolj
aktivni v primerjavi s proteini z drugimi povezovalci. Fuzijski proteini z EGFP so
bili bolj aktivni v primerjavi z mCherry fuzijskimi proteini, vendar smo za IVTT
reakcijo uporabili drugo šaržo reakcijske mešanice, ki je bila morda bolj aktivna.
Razlike v aktivnosti so lahko posledica razlik v količini nastalih proteinov z IVTT.
V vsakem primeru pa vidimo, da fuzijski proteini s povezovalcem GGGSGGGSPR
nastajajo v največji meri so tudi najbolje aktivni.
Spremljali smo tudi fluorescenco mCherry (Slika 14c), ki je bila najvǐsja v primeru
povezovalca GGGSGGGSPR, najnižja pa v primeru kratkega PR povezovalca.



































































































Slika 14: Testiranje aktivnosti proteinskih konstruktov po IVTT. a) Maksimalna hitrost
hemolize (A630/min) pri različnih redčitvah vzorcev po IVTT. Krivulje predstavljajo
sledeče vzorce: krogec predstavlja test hemolize pri pH 5.5, trikotnik pri pH 7.4, modra
krivulja predstavlja mCherry-LLO, zelena mCherry-PR-LLO, rumena mCherry-AE-LLO,
rdeča LLO, črna EGFP-LLO in siva EGFP. b) Maksimalna hitrost hemolize (A630/min)
pri različnih redčitvah vzorcev po IVTT. Krivulje predstavljajo sledeče vzorce: krogec
predstavlja test hemolize pri pH 5.5, trikotnik pri pH 7.4, modra krivulja predstavlja
mCherry-Y406A, zelena mCherry-PR-Y406A, rumena mCherry-AE-Y406A, rdeča Y406A,
črna EGFP-Y406A in siva mCherry. c) Fluorescenca vzorcev po IVTT. Odziv fluorescence je
normaliziran glede na fluorescenco mCherry proteina, ki smo ga pripravili na enak način kot
proteine, prikazane na grafih. d) Slika prenosa po Westernu. M: označevalec s pripadajočimi
velikostmi, označenimi na levi strani, 1: 2 µg izoliranega EGFP, 2: EGFP po IVTT, 3:
EGFP-LLO po IVTT, 4: EGFP-Y406A po IVTT, 5: LLO po IVTT. Modra puščica označuje
prisotnost celotnega fuzijskega proteina, zelena puščica označuje prisotnost EGFP brez
fuzijskega partnerja.
proteinov zelo niha. Opazili smo, da kljub temu, da smo dodali zgolj plazmidno
DNA s fuzijskim fluorescenčnim proteinom, nastajajo mešane populacije celotnega
fuzijskega proteina in samega fluorescenčnega proteina. Slednje potrjuje tudi analiza
proteinov s prenosom po Westernu, kjer smo z detekcijo EGFP opazili, da v veliki
meri (več kot 50 %) nastaja sam EGFP brez fuzijskega partnerja (Slika 14d).
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Tabela 14: Seznam testiranih proteinskih konstruktov po IVTT
Ime konstrukta Sestava na ravni proteinov
(od N- proti C-koncu)
Okraǰsava
mCherry-LLO mCherry-GGGSGGGSPR- LLO GS-LLO
mCherry-Y406A mCherry-GGGSGGGSPR -Y406A GS-Y406A
mCherry-PR-LLO mCherry-PR- LLO PR-LLO
mCherry-PR-Y406A mCherry-PR- Y406A PR-Y406A





EGFP-LLO EGFP-GSGSSGSGGS- LLO EGFP-LLO




4.2.2 Izražanje proteinov v GUV-ih
Za uspešno pripravo GUV-ov s prenosom vodno-oljne emulzije (Slika 15) je bila
potrebna optimizacija na več stopnjah priprave. Preizkusili smo različne lipidne
mešanice (100 % POPC, POPC:Chol 1:1 ter 4:1, DOPC: Chol 1:1, 4:1 ter 1:2,
100 % DOPC, Arh:Chol 7:3, 1:1 ter 1:2). Optimizirali smo koncentracijo lipidov
raztopljenih v mineralnem olju (0.5–10 mM) in čas soniciranja (1–2 h). Primerjali
smo tudi raztapljanje lipidov v različnih topilih (mineralno olje, oktan, skvalen,
skavalan, heksadekan). Preizkusili smo različna razmerja notranje raztopine in
lipidov v mineralnem olju (1:3–1:40) ter različna razmerja emulzije in zunanje
raztopine (1:3–4:1) v različno velikih plastičnih posodah (0.5 ml, 1.5 ml, 15 ml in
50 ml mikrocentrifugirkah oziroma v jamicah mikrotitrnih plošč). Testirali smo tudi
različne načine priprave emulzije, in sicer z večkratnim pipetiranjem ali z različnimi
časi vorteksiranja (5–60 s). Primerjali smo različne čase inkubacije (10 min–3 h)
emulzije na zunanji raztopini pri različnih temperaturah (4 °C ali 20 °C). Nato smo
optimizirali jakost (200–10000 x g) ter čas (5–30 min) centrifugiranja. Preizkusili
smo tudi posedanje preko noči brez centrifugiranja.
Naǰstevilčneǰse GUV-e smo lahko vizualizirali, kadar smo uporabili mikrotitrne
plošče s 96 luknjicami (ibiTreat µ-Plate, ibidi, ZDA), saj pri tem nismo prebadali dna
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Slika 15: Prikaz priprave GUV-ov s prenosom vodno-oljne emulzije. 1: Raztopljenim lipidom
v olju dodamo notranjo vodno raztopino (z DNA, IVTT reakcijsko mešanico in proteini:
ekstratom S30 ter T7 RNA polimerazo). 2: Z mešanjem nastane emulzija. Lipidi se uredijo
v monosloj med oljem in notranjo raztopino. 3: Emulzijo dodamo k zunanji vodni raztopini,
pri čemer se lipidi uredijo v monosloj med oljem in zunanjo raztopino. 4: S posedanjem
(centrifugiranjem) emulzija potuje skozi oljno vodno fazo v zunanjo raztopino. Pri tem se
lipidi iz monosloja v emulziji združijo z lipidi iz monosloja pri oljno vodni fazi na zunanji
raztopini in nastane dvosoloj. Nastanejo GUV-i, ki imajo različno zunanjo in notranjo
raztopino.
plošč ter smo tako lahko opazovali vse nastale GUV-e (Slika 16a–d) in ne le tistih, ki
so prǐsli skozi prebodeno luknjico (Slika 16e in f). Sistem na mikrotitrnih ploščah brez
prebadanja je primeren, kadar želimo opazovati sistem, brez dodajanja komponent
v zunanjo raztopino, saj je na vrhu oljna faza, ki se ob dodatku komponent od zunaj
premeša z vodno raztopino GUV-ov. To lahko vodi do ponovnega mešanja lipidov
v lipidnem dvosloju z oljem in posledično propada GUV-ov oziroma vnosom olja v
lipidni dvosloj. Pri postopku na mikrotitrnih ploščah smo uspeli pripraviti GUV-e
brez centrifugiranja (Slika 16a). Po dodatku emulzije na zunanjo raztopino smo
pustili, da so GUV-i nastali in se posedli preko noči. Nastali so številčni posamični
GUV-i, ki niso bili združeni v skupke. Takšen način tudi ni primeren za pripravo
GUV-ov z IVTT, saj si želimo čim hitreǰse priprave GUV-ov pred začetkom IVTT.
Mikrotitrne plošče smo tudi centrifugirali in s tem pospešili nastajanje GUV-ov, a
smo pri tem dobili GUV-e združene v skupke (Slika 16b–d). Prednost mikrotitrnih
plošč je v tem, da lahko naenkrat testiramo več dejavnikov v poskusu. To smo
izkoristili za testiranje različnih koncentracij lipidov in topil, v katerih so bili
raztopljeni lipidi. Izkazalo se je, da GUV-i dobro nastajajo, kadar koncentracija
lipidov ni previsoka, to je okrog 1 mM, ter da sta najbolǰsi topili mineralno olje ter
skvalan.
V doktorskem delu za izražanje proteinov v GUV-ih nismo uporabljali postopka
priprave GUV-ov na mikrotitrnih ploščah, ker smo želeli spreminjati razmere v
poskusu z dodatkom komponent v zunanjo raztopino. Prednost metode prebadanja
mikrocentrifugirke z iglo, poleg možnosti dodajanja snovi v zunanjo raztopino, je
tudi v tem, da lahko raztopino z GUV-i premešamo in tako dobimo več posamičnih
GUV-ov ter manj skupkov oziroma agregatov GUV-ov, ki so nastali zaradi posedanja
ali centrifugiranja. Po centrifugiranju in prebadanju dna mikrocentrifugirke je število
GUV-ov, ki pritečejo skozi luknjice, precej majhno v primerjavi s posedenimi
GUV-i ali GUV-i, pridobljenimi z elektroformacijo, a zadostno, kadar želimo





Slika 16: Primeri nastalih GUV-ov s prenosom vodno-oljne emulzije. a) GUV-i z lipidno
sestavo DOPC:Chol 4:1 (1 mM lipidi v mineralnem olju), notranjo raztopino saharoze in FD
70 kDa z 1040 mOsmol/kg, pripravljeni na mikrotitrni plošči s 96 luknjicami s posedanjem
preko noči v hladni sobi. b) GUV-i z lipidno sestavo DOPC:Chol 1:1 (1 mM lipidi v skvalanu),
notranjo raztopino saharoze in FD 4 kDa z 940 mOsmol/kg, pripravljeni na mikrotitrni plošči
s 96 luknjicami s centrifugiranjem pri 1500 x g. c) GUV-i z lipidno sestavo DOPC:Chol 1:1
(1 mM lipidi v skvalanu), notranjo raztopino saharoze in FD 4 kDa z 940 mOsmol/kg,
pripravljeni na mikrotitrni plošči s 96 luknjicami s centrifugiranjem pri 1000 x g. d) GUV-i z
lipidno sestavo DOPC:Chol 4:1 (1 mM lipidi v mineralnem olju), notranjo raztopino saharoze
in FD 150 kDa z 306 mOsmol/kg, pripravljeni v mikrocentrifugirkah s centrifugiranjem pri
300 x g. Raztopina z GUV-i (pelet na dnu mikrocentrifugirke) smo odvzeli skozi oljno fazo,
zato je velika verjetnost kontaminacije z oljem. e) GUV-i z lipidno sestavo Arh:Chol 1:1 (1
mM lipidi v mineralnem olju), notranjo raztopino IVTT z zapisom za mCherry, pripravljeni
v mikrocentrifugirkah s centrifugiranjem pri 2000 x g. Raztopino z GUV-i smo pridobili s
prebadanjem mikrocentrifugirke z iglo. To je primer največjega GUV-a, ki smo ga uspeli
opaziti med potekom doktorskega dela. Fluorescenčni signal mCherry proteina po 7 h še ni
bilo mogoče zaznati. f) GUV-e smo pripravili kot je opisano pod e in smo jih opazovali 70 h
po začetku priprave, zato je tukaj mogoče opaziti fluorescenčni signal mCherry. Vsi GUV-i,
prikazani na teh slikah, so bili pripravljeni tako, da je bila zunanja raztopina osmotsko
uravnana z notranjo ter je vsebovala ustrezno količino glukoze. a–d : Zeleni fluorescentni
signal predstavlja fluorescenco FD in rdeči fluorescenco rodamina v membrani GUV-ov. e,
f : Rumeni fluorescentni signal predstavlja fluorescenco NBD-PE v membrani GUVov in rdeči
fluorescenco mCherry. Velikostno merilo predstavlja 50 µm.
opazovati dogajanje v posameznih GUV-ih. Pri uporabi postopka s centrifugiranjem
v mikrocentrifugirkah smo ugotovili, da sta imela največji vpliv na nastajanje
GUV-ov lipidna sestava ter sestava notranje in zunanje raztopine. Tako so najbolje
nastajali GUV-i iz arhejskih lipidov takrat ko sta imeli notranja in zunanja raztopina
veliko različnih komponent in je bila osmolarnost raztopin nad 1000 mOsmol/kg,
torej v primeru IVTT reakcijske mešanice. Dobili smo GUV-e brez deformacij
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membran, brez lipidnih agregatov in velikost GUV-ov je segla tudi preko 200 µm
(Slika 16e). Slabše so nastajali GUV-i s POPC in DOPC lipidno sestavo (Slika 17).
Ti so bili manǰsi, prisotnih je bilo veliko lipidnih agregatov, deformacij membran in
v gruče združenih GUV-ov. Najbolj ponovljivo pripravo smo dobili, če smo lipide
raztopili v mineralnem olju, emulzijo vorteksirali 20 s in jo pustili stati 10 min
na zunanji raztopini pri 20 °C. Poizkusili smo tudi pripravo pri 4 °C, vendar so
GUV-i slabše nastajali. Jakost centrifugiranja, ki je bila potrebna, da so se GUV-i
posedli, je bila odvisna od lipidne sestave, od sestave notranje in zunanje raztopine
ter uspešnosti nastanka monosloja na fazi med oljem in vodo. Zelo velike arhejske
GUV-e smo pridobili z 1 mM lipidi raztopljenimi v mineralnem olju, z notranjo in
zunanjo raztopino visoke osmolarnosti, ki je vsebovala IVTT komponente (opisane
v Tabeli 10 in 11). Pri tem smo emulzijo (razmerje med vodno in oljno fazo 1:20)
pripravili z 20 s vorteksiranjem, 10 min ekvilibracijo na zunanji raztopini pri 20 °C
in centrifugiranjem 15 min pri 2000 x g. Pri pripravi GUV-ov tako na mikrotitrnih
ploščah kot tudi v mikrocentrifugirkah smo opazili neenakomerno porazdelitev
FD-jev znotraj GUV-ov, saj so v notranjosti nekateri oddajali večji signal kakor
drugi (Slika 16b in d). To bi lahko imelo pomemben vpliv pri razporeditvi komponent
IVTT v GUV-ih in posledično uspešnosti produkcije proteinov.
Nastajanje proteinov znotraj GUV-ov smo spremljali s konfokalno fluorescenčno
mikroskopijo (Slika 17 in 18). Signal EGFP smo v GUV-ih zasledili že po 60 min
in je naraščal do 180 min. Vendar v primeru EGFP fuzije z LLO nismo opazili
povečanega signala EGFP na membrani veziklov s holesterolom, kar bi pričakovali
pri funkcionalnem proteinu. Iz analize prenosa po Westernu lahko vidimo, da je
pri IVTT nastalo veliko nepopolnih fuzij in je prisoten velik delež samega EGFP
proteina (Slika 14). Slednji lahko prekriva signal fuzijskega proteina, saj ga je več.
Zaradi tega smo pripravili tudi konstrukte z mCherry proteinom, da bi preverili, ali je
težava v nepopolnih fuzijah v proteinu EGFP. V primeru mCherry signala v GUV-ih
prvih 180 min nismo uspeli zaznati. Dobro je bil viden po 15 h in se je obdržal v
GUV-ih tudi po 70 h (Slika 18a). Možno je, da so se proteini z mCherry slabše izražali
v primerjavi z EGFP, saj smo uporabili drugo šaržo IVTT reakcijske mešanice,
ki je bila morda manj učinkovita. Poleg tega pa je fluorescenca proteina mCherry
manj intenzivna v primerjavi z EGFP in je zato signal na mikroskopu slabše viden.
Ugotovili pa smo, da so bili proteini in GUV-i kar 70 h obstojni ter funkcionalni, saj
smo pri mCherry-LLO videli povečan signal na membranah veziklov. Kljub temu smo
opazili, da je nekaj signala mCherry tudi v lumnu GUV-ov. Iz tega lahko sklepamo,
da ostane vsaj nekaj mCherry proteina brez fuzijskega partnerja, oziroma da se
vsi fuzijski proteini ne vežejo na membrano. V primeru mCherry-Y406A signala na
membrani nismo zaznali, kar je lahko posledica slabše aktivnosti mCherry-Y406A v
primerjavi z mCherry-LLO.
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Slika 17: IVTT proteinov z EGFP fuzijskimi proteini v GUV-ih. Prikazane so slike konfokalne
fluorescenčne mikroskopije z velikostnim merilom 10 µm. Na srednji sliki je označen predel,
kateremu smo v ImageJ analizirali intenziteto fluorescence, prikazane na grafu na desni
strani. Nad grafom so označeni pripadajoči proteini, ki so bili z IVTT izraženi v GUV-ih z
navedeno lipidno sestavo.
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Slika 18: Izražanje proteinov z mCherry fuzijskimi proteini v GUV-ih ter test permeabilizacije
GUV-ov po IVTT. a) Prikaz slik konfokalne fluorescenčne mikroskopije z velikostnim
merilom 10 µm. Na srednji sliki je označen predel, kateremu smo v ImageJ analizirali
intenziteto fluorescence, prikazane na grafu na desni strani. Nad grafom so označeni
pripadajoči proteini, ki so bili z IVTT izraženi v GUV-ih, pripravljenih iz Arh:Chol 1:1.
IVTT v GUV-ih je potekala 70 h. b) GUV-i, pripravljeni s prenosom vodno-oljne emulzije
z lipidno sestavo DOPC:Chol 1:1 in 0.5 mol% rodamina ter z dodatkom 1 µM LLO ter FD
4 kDa po 60 min inkubacije na sobni temperaturi. Velikostno merilo ustreza 20 µm. c) LLO
izražen z IVTT v GUV-ih pripravljenih iz Arh:Chol 1:1 z dodatkom 0.5 mol% NBD-PE in
IVTT. Slika je posneta po 30 min po dodatku FD 4 kDa v zunanjo raztopino. Velikostno
merilo ustreza 20 µm.
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GUV-e, ki bi z IVTT v lumnu proizvajali Y406A, smo želeli uporabiti kot sistem,
ki bi se odzival na pH v okolici in specifično odpiral pore ter sproščal vsebino.
Pri pripravi takšnega sistema smo naleteli na kar nekaj težav. Izražali so se sami
fluorescenčni proteini brez fuzijskega partnerja, kar moti opazovanje aktivnosti pod
mikroskopom. Pri poskusih permeabilizacije GUV-ov, pripravljenih s prenosom
vodno-oljne emulzije z LLO oziroma Y406A, smo opazili, da 4 kDa dekstran
praktično ni prehajal skozi membrano (Slika 18b in c), kar kaže na nezadostno
aktivnost oziroma produkcijo proteinov. Zaradi vseh omejujočih dejavnikov smo
zato postaviti drugačen sistem, in sicer s proteinskimi logičnimi vrati na zunanji
strani membrane. Pri tem ne potrebujemo vstopnih signalov za regulacijo IVTT,
saj smo k Y406A, kot dodatno kontrolo poleg pH, dodali inhibitor, ki je bil vezan
na membrano s specifičnimi lipidi z možnostjo cepitve s površine.
4.3 Proteinska logična vrata na membrani
4.3.1 Kontrola aktivnosti Y406A z D22 in pH
DARPin 22 je bil izbran s pomočjo prikaza na ribosomih, tako da specifično
inhibira delovanje Y406A [143]. Prikaz na ribosomih je in vitro metoda za selekcijo
in izbolǰsanje afinitete vezave proteinov na tarčne molekule. Ker poteka in vitro,
omogoča selekcijo iz DNA knjižni z veliko raznolikostjo [149]. V doktorskem delu smo
najprej preverili, ali lahko z uporabo D22 nadzorujemo sposobnost permeabilizacije
veziklov Y406A.
Na sistemu z GUV-i smo spremljali permeabilnost veziklov za FD 10 kDa pri
pH 6.5 ter pH 8.0 po dodatku Y406A v kombinaciji z ali brez D22. Kot kontrolo
smo uporabili LLO, ki ga D22 ne inhibira. To lahko potrdimo tudi iz rezultatov
permeabilzacije GUV-ov, saj so bili GUV-i po dodatku LLO napolnjeni s FD 10
kDa ne glede na pH in dodatek D22 (Slika 19a). Z dodatkom samega D22 k GUVom
smo izključili morebitni vpliv D22 na membrane GUV-ov (Slika 19c). Ob dodatku
D22 k Y406A pri pH 6.5 kot tudi pH 8.0 nismo opazili permeabilizacije GUV-ov, kar
kaže na inhibitorni učinek D22, medtem ko brez dodatka D22, Y406A permeabilizira
GUV-e pri pH 6.5, ne pa tudi pri pH 8.0 (Slika 19b). Na ravni proteinov lahko
rezultate z D22 in Y406A interpretiramo kot NOR logična vrata, kjer ne sme biti


















































































































































































Slika 19: Kontrola aktivnosti Y406A z D22 in pH. a) Permeabiliizacija GUV-ov za FD 10
kDa po dodatku 50 nM LLO pri različnih pogojih označenih ob slikah. b) Permeabilizacija
GUV-ov za FD 10 kDa po dodatku 50 nM Y406A. c) Dodatek 5 µM D22 ne povzroči
permeabilizacije GUV-ov. Grafi desno od slik konfokalne fluorescenčne mikroskopije na a, b
in c predstavljajo kvantifikacijo permeabilizacije GUV-ov (povprečna vrednost ± standardni
odklon, a in b: n = 96–568, c: n je 256 in 458 pri pH 6.5 in 8.0). Velikostno merilo na slikah
predstavlja 10 µm. d) Resničnostna tabela in shematski prikaz NOR vrat.
Dodatno smo s spremljanjem sproščanja kalceina iz LUV-ov pokazali, da je
možno nastanek por Y406A selektivno inhibirati z D22. Nastanek por Y406A
je bil zanemarljivo nizek tako na LUV-ih pri pH 8.0 (Slika 19a in d) kakor na
GUV-ih. Membransko vezan Y406A smo lahko aktivirali z znižanjem pH (Slika 19d).
S pomočjo D22 in pH smo lahko zelo učinkovito nadzorovali aktivnost Y406A.
Aktivacija Y406A s pH ni bila uspešna, če smo Y406A predhodno dodali D22
(Slika 19a) in tudi ko smo k LUV-om predhodno dodali predinkubirana Y406A
in D22 (Slika 19b). Ravno tako ni prǐslo do aktivacije Y406A, kadar smo LUV-om
predhodno dodali D22 in znižali pH (Slika 19c). Zanimivo pa je dodatek D22 k
LUV-om z že aktiviranim Y406A zelo hitro inhibiral nadaljnje sproščanje kalceina
(Slika 19e). Slednje kaže na to, da je D22 zelo učinkovit modulator s hitrim
inhibitornim učinkom na permeabilizacijsko aktivnost Y406A.
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Slika 20: Sproščanje kalceina iz LUV-ov z lipidno sestavo POPC:Chol 1:1. Komponente s
sledečimi končnimi koncentracijami: 30 nM Y406A, 1 µM D22 in 3 µl 7 % HCl (za znižanje
pH na okoli 6.5) smo dodali ob časih označenih s trikotniki. a) Dodatek Y406A in nato
po 400 s še D22 in HCl v razmaku 10 s. b) Dodatek predinkubiranih Y406A in D22 k
LUV-om in kasneje znižanje pH s HCl. c) Najprej dodatek D22 k LUV-om, nato zakisanje
s HCl in kasneje še dodatek Y406A. d) Dodatek Y406A k LUV-om brez dodatka D22, po
zakisanju s HCl sproži permeabilizacijo LUV-ov in dvig fluorescentnega signala sproščenega
kalceina. e) 10 s za zakisanjem LUV-ov, ki jim je bil predhodno dodan Y406A dodamo D22,
kar hitro sproži prekinitev sproščanja kalceina iz veziklov. V vseh primerih so bili LUV-i
v 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.0. Arbitrarne enote predstavljajo
odstotek sproščenega kalceina iz LUV-ov preračunanega glede na celokupni sproščeni kalcein
po dodatku Triton X-100. Merilo je enako za vse predstavljene grafe.
4.3.2 Priprava in preverjanje delovanja D22C in D22N
Naš naslednji korak je bil pripraviti takšne konstrukte D22, ki jih je možno
konjugirati na membrano veziklov. S tem namenom smo izhodnemu D22 dodali
cistein za konjugacijo na funkcionalizirane lipide na N-konec (D22N) ali na C-konec
(D22C). Funkcionalizirani lipidi imajo na glavah lipidov pripete molekule (PDP,
maleimide, MCC) s katerimi smo lahko konjugirali D22. Obema variantama (D22N
in D22C) smo cisteina znotraj D22 zamenjali s serinoma, da ne bi prǐslo do
nespecifičnih konjugacij. Poleg tega smo pred cisteinom na N-koncu oziroma
C-koncu dodali še peptidno zaporedje (GPLGMLSQ), ki ga prepozna matriks
metaloproteinaza MMP-9, da bi omogočili cepitev D22 z veziklov.
Proteina D22N in D22C smo uspešno izrazili v bakterijskih celicah in ju izolirali
(Slika 21). Iz gela je razvidno, da kljub enakemu postopku čǐsčenja, D22N vsebuje













































































































Slika 21: Čǐsčenje rekombinantnih proteinov D22C in D22N. a) Kromatogram Ni-afinitetne
kromatografije prikazuje čǐsčenje proteina D22N po prvem nanosu na kolono. b)
Kromatogram Ni-afinitetne kromatografije prikazuje čǐsčenje proteina D22N po drugem
nanosu na kolono. c) Kromatogram Ni-afinitetne kromatografije prikazuje čǐsčenje proteina
D22C. S sivo obarvani predeli označujejo zbrane in uporabljene frakcije z rekombinantnimi
proteini. d) Slika gela NaDS PAGE po čǐsčenju D22C in D22N (po drugem nanosu na
kolono).
Y406A s testom hemolitične aktivnosti (Slika 22). Opazimo lahko, da je inhibicija
D22C primerljiva z inhibicijo izhodnega D22, kar pa ne moremo trditi za D22N.
D22N namreč zelo slabo inhibira Y406A, kar je morda posledica slabe čistosti
proteina in s tem napačne ocene koncentracije. Možno je tudi, da dodano peptidno
zaporedje na N-koncu ovira inhibicijsko sposobnost. Tako smo se odločili, da
za nadaljnje delo uporabimo D22C, ki je izkazal najbolj podobno inhibicijsko
sposobnost izhodnemu D22 in zato sklepamo, da dodatki na C-koncu proteina ter
zamenjava dveh cisteinov v serina nimajo večjega vpliva na aktivnost D22C.
4.3.3 Konjugacija D22C na membrano
Proteinska logična vrata z D22C ter Y406A smo na membrano prenesli s pomočjo
konjugacije D22C z funkcionaliziranimi lipidi DSPE-PEG2000-Maleimide, PE-MCC
in DSPE-PEG2000-PDP. D22C je bil na membrano vezan s stabilno ireverzibilno
tioetrsko vezjo z maleimidom ali MCC, kjer je bila možna zgolj uporaba MMP-9 za
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Slika 22: Preverjanje delovanja D22C in D22N. Test hemolitične aktivnosti Y406A v
prisotnosti 6 µM D22, D22C ali D22N in brez dodanega inhibitorja pri pH 5.5. Modra krivulja
predstavlja hemolitično aktivnost Y406A brez dodatka D22, zelena predstavlja hemolitično
aktivnost Y406A z dodatkom D22N, rdeča z dodatkom izhodnega D22, rumena z dodatkom
D22C.
cepitev D22C s površine veziklov. V primeru uporabe lipidov s PDP je bil D22C
vezan na membrane z reverzibilno disulfidno vezjo, kar je prispevalo dodatno mesto
za cepitev D22C s površine membrane z reducentom TCEP.
Po konjugaciji D22C na MLV-je smo z NaDS PAGE preverili stabilnost vezanega
D22C ter uspešnost cepitve D22C z veziklov (Slika 23). D22C smo lahko pri vseh
načinih konjugacije odcepili z veziklov po dodatku TCEP (Slika 23b) ali MMP-9
(Slika 23e in h). Preverili smo tudi, ali se lahko membransko konjugiran D22C sprosti
iz veziklov po inkubaciji MLV-jev (konjugiranih z D22C) z Y406A. Opazili smo, da
se je večina D22C sprostila iz veziklov po cepitvi s TCEP ali MMP-9. Na NaDS
PAGE gelu smo pri vzorcu peleta opazili le manǰsi del D22C (Slika 23c in f), saj
verjetno nekaj D22C ne oddisociira od Y406A po cepitvi z veziklov. Cepitev D22C
z membrane ni imela vpliva na Y406A, ki je stabilno ostal vezan na membrano.
Vidimo lahko le, da je nekaj Y406A razcepljenega po inkubaciji z MMP-9, kar pa ni
imelo večjega vpliva na aktivnost in sposobnost nastanka por Y406A (glej naslednje
poglavje).
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TCEP MMP-9 pH<6.5 pora
 1 0 0 0 0
 2 0 0 1 0
 3 1 0 0 0
 4 0 1 0 0
 5 1 1 0 0
 6 1 0 1 1
 7 0 1 1 1
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Slika 23: Konjugacija D22C na membrano ter cepitev z MMP-9 ali TCEP. Na levi strani so
prikazane sheme uporabljenih sistemov ter strukture lipidov za konjugacijo D22C na MLV-je
(POPC:Chol: lipid za konjugacijo 60:38:2). Y406A je predstavljen z modro barvo in D22C z
rdečo. a–c) D22C je na membrano konjugiran z DSPE-PEG2000-PDP, ki omogoča cepitev z
reducentom TCEP. d–f) D22C je na membrano konjugiran z DSPE-PEG2000-Malemid, ki
omogoča cepitev z MMP-9. g–i) D22C je na membrano konjugiran z PE-MCC, ki omogoča
cepitev z MMP-9. Slike NaDS PAGE gelov predstavljajo test konjugacije in cepitve D22C
brez prisotnosti Y406A (b, e, h) oziroma s prisotnim Y406A (c, f, i). S puščicami pri gelih
so označene okvirne pozicije proteinov in lipidov. Nad geli so označeni prisotne vhodne
spojine, d: 2 µg D22C, p: pelet po centrifugiranju MLV-jev, s: supernatant po centrifugiranju
MLV-jev. c, f in i predstavljajo posamezen poskus, kjer so bili MLV-ji najprej inkubirani
z Y406A in nato z MMP-9 oziroma TCEP. 1: pelet po obeh inkubacijah, 2: supernantant
po centrifugiranju MLV-jev po prvi inkubaciji z Y406A, 3: supernatant po centrifugiranju
MLV-jev po inkubaciji z MMP-9 ali TCEP.
4.3 Proteinska logična vrata na membrani 65
Preizkusili smo, ali ima dolžina povezovalca med glavo lipida in konjugiranim
D22C vpliv na uspešnost konjugacije D22C na membrano ter vezavo Y406A na
D22C. Preizkusili smo dva lipida DSPE-PEG2000-Maleimid, ki ima 2000 kDa PEG
med glavo lipida in konjugiranim proteinom, ter PE-MCC, ki ne vsebuje povezovalca,
tako da se protein pripne direktno na lipidno glavo in je s tem zelo blizu membrane.
Slike NaDS PAGE gelov kažejo na to, da se lahko D22C konjugira na membrane
z lipidom brez povezovalca (PE-MCC) enako uspešno kot z lipidom z 2000 kDa
povezovalcem (DSPE-PEG2000-Maleimid). Prav tako je cepitev z MMP-9 enako
uspešna ne glede na izbrano dolžino povezovalca (Slika 23e in h). Iz rezultatov na
slikah 23f in 23i lahko sklepamo, da je D22C, tudi ko je vezan na membrano z
PE-MCC, dovolj fleksibilen, da veže nase tudi Y406A. Opazimo pa lahko, da po
cepitvi z MMP-9 ostane več D22C na MLV-jih, ko je ta vezan z PE-MCC. Morda
je mesto za cepitev z MMP-9 zaradi slabše fleksibilnosti manj dostopno. Tudi pri
testu sproščanja kalceina iz MLV-jev nismo zaznali pomembnega odziva po cepitvi
z MMP-9. Tako smo za pripravo sistema z logičnimi vrati na membrani uporabili
lipide z 2000 kDa PEG povezovalcem, ki omogoča večjo fleksibilnost.
Sistem smo, poleg izbire ustrezne variante D22 in lipidov za konjugacijo,
optimizirali tudi na številnih drugih stopnjah. Določili smo minimalno količino
funkcionaliziranih lipidov, ki so potrebni za uspešno inhibicijo Y406A in cepitev
konjugiranega D22C z MLV-jev z MMP-9 ali TCEP. Preizkusili smo širok razpon
koncentracij Y406A (od 200 nM do 2 µM), funkcionaliziranih lipidov (od 2 do
10 mol %), TCEP (od 10 do 30 mM) in MMP-9 (0.002 µg, 0.02 µg in 0.1 µg).
Opazili smo, da so najbolj optimalne sledeče koncentracije: 500 nM Y406A, 2 mol
% funkcionaliziranih lipidov, 10 mM TCEP ali 0.1 µg MMP-9. Kadar smo uporabili
vǐsje koncentracije lipidov za konjugacijo, smo potrebovali več Y406A, in posledično
tudi več TCEP in MMP-9, uporabo slednjih smo želeli omejiti zaradi vplivov samih
pufrov, v katerih so shranjene te substance ter zaradi nezaželenih cepitev proteinov
z MMP-9 (Slika 25a).
4.3.4 Delovanje logičnih vrat z D22C in Y406A na
membrani
S konjugacijo D22C na lipidno membrano veziklov smo uspeli pripraviti sistem,
ki ga lahko uravnavamo z različnimi logičnimi vrati (Slika 24a). Odpiranje vrat
(nastanek por) smo spremljali s sproščanjem kalceina iz veziklov. AND logična
vrata smo ustvarili tako, da smo D22C konjugirali na membrano ireverzibilno s
tioestrsko vezjo z uporabo lipida DSPE-PEG2000-Maleimid. MLV-ji s konjugiranim
D22C in vezanim Y406A so bili v pufru s pH 8.0, zato sta bila za aktivacijo Y406A
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Slika 24: Logična vrata na membrani. a) Shematski prikaz delovanja logičnih vrat na
membrani. Aktivnost Y406A je pogojena s pH in reverzibilnim inhibitorjem D22C. Vezikli
so v pufru s pH 8.0, zato sta potrebna dva vstopna signala za aktivacijo sistema: znižanje pH
s HCl ter cepitev D22C s površine membrane s TCEP ali MMP-9. b) AND logična vrata.
D22C je z lipidom DSPE-PEG2000-Maleimid konjugiran na MLV-je s kalceinom, dodan je
tudi Y406A pri pH 8.0. Stolpci na grafu predstavljajo sproščen kalcein iz veziklov. Shematska
predstavitev logičnih vrat in resničnostna tabela vstopnih pogojev sta predstavljeni pod
grafom. c) OR-AND logična vrata na membrani. D22C je z lipidom DSPE-PEG2000-PDP
konjugiran na MLV-je s kalceinom, dodan je tudi Y406A pri pH 8.0. Stolpci na grafu
predstavljajo sproščen kalcein iz veziklov. Shematska predstavitev in resničnostna tabela
vstopnih pogojev sta predstavljeni pod grafom. Krogci na stolpcih (povprečje ± standardni
odklon) predstavljajo vrednosti posamezne ponovitve. ?P < 0.05; ??P < 0.01
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Pripravili smo tudi sistem z OR-AND logičnimi vrati. Pri tem smo D22C vezali na
membrano z disulfidno vezjo z uporabo funkcionalnega lipida DSPE-PEG2000-PDP.
Takšen sistem je omogočal cepitev D22C z membrane veziklov z reducentom TCEP
ali (OR) cepitev z MMP-9 zaradi prisotnosti prepoznavnega zaporedja za MMP-9
na C-koncu D22C. Sistem se je aktiviral ob prisotnosti obeh signalov, agensa za
cepitev in (AND) nizkega pH v okolici (Slika 24c), saj so bili MLV-ji s konjugiranim
D22C in vezanim Y406A v pufru s pH 8.0.
Poskuse z obema sistemoma, z AND in OR-AND logičnimi vrati, smo izvedli na
mikrotitrnih ploščah, kjer spiranje regentov ni bilo mogoče. Slabši odziv smo dobili
pri sistemu, kjer smo za cepitev D22C z membrane uporabili MMP-9. Zato smo
preverili, v kolikšni meri MMP-9 nespecifično cepi Y406A (Slika 25a). Opazili smo,
da cepi tudi manǰsi del Y406A, kar je morda poleg vpliva samega pufra, v katerem
je MMP-9, prispevalo k slabšemu odzivu. Kljub temu smo pri obeh sistemih prǐsli

















Slika 25: Test cepitve proteinov z MMP-9 in kinetika sproščanja kalceina iz MLV-jev.
a) Slika NaDS PAGE gela predstavlja proteine po inkubaciji pri 25 °C, 600 vrt./min,
30 min. Količine posameznih proteinov so enake kot pri poskusih z logičnimi vrati na
mikrotitrnih ploščah. 1: 1.41 µg Y406A, 2: 1.41 µg Y406A + 0.1 µg MMP-9, 3: 3 µg
D22C + 0.1 µg MMP-9, 4: 3 µg D22C. b) Sproščanje kalceina iz MLV-jev z lipidno sestavo
POPC:Chol:DSPE-PEG2000-PDP 60:38:2 pri pH 8.0. Najprej smo dodali Y406A s končno
koncentracijo 100 nM, nato pa smo v primeru modre krivulje najprej dodali TCEP in
nato HCl do pH 6.5, pri zeleni krivulji pa ravno obratno. Arbitrarne enote predstavljajo
odstotek sproščenega kalceina iz LUV-ov preračunanega glede na celokupni sproščeni kalcein
po dodatku Triton X-100. S puščicami so označene časovne točke dodatka posameznih
komponent.
Aktivacijo vrat s pomočjo TCEP in znižanja pH smo preverili tudi s spremljanjem
sproščanja kalceina iz MLV-jev s fluorimetrom, kjer je možno videti kinetiko
sproščanja (Slika 25b). Vidimo, da je ne glede na to ali najprej dodamo TCEP ali
znižamo pH s HCl, je raven sproščenega kalceina na koncu enaka. Se pa nekaj kalceina
sprosti že ob zakisanju pred dodatkom TCEP, verjetno na račun prostega Y406A.
Ta poskus smo pripravili pri istih pogojih kot predhodno prikazane poskuse na
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mikrotitrnih ploščah, a gre tukaj za 20-krat večji volumen reakcije, kar bi potrebovalo
še dodatno optimizacijo količine D22C za popolno inhibicijo Y406A. Vseeno pa ta
poskus lepo pokaže kinetiko aktivacije Y406A ob dodatku vstopnih signalov.
Razprava
5.1 Učinek LLO na lipidne membrane
LLO je poseben predstavnik iz družine CDC-jev. Resda si predstavniki CDC-jev
izkazujejo kar 40–70 % identičnost na ravni aminokislinskih zaporedij [150], a
razlike med njimi pogojujejo nekatere velike posebnosti v delovanju. LLO, podobno
kot drugi CDC-ji, potrebuje zadostno količino holesterola v membrani za uspešen
nastanek por. Njegova posebnost je od pH in temperature odvisna stabilnost [44,146].
LLO je eden glavnih virulentnih dejavnikov L. monocytogenes, saj bakteriji pomaga
pri preživetju in širjenju po gostiteljevem organizmu. LLO najbolj optimalno deluje
v kislem fagolizosomu [43], kar omogoča bakteriji pobeg v citosol gostiteljske
celice [151, 152]. Tam se bakterija lahko razmnožuje in širi v sosednje celice, pri
čemer se ponovno znajde znotraj dvojne membrane vakuole, podvržena degradaciji.
Tudi v tem primeru si pomaga z izločanjem LLO, ki z nastankom por v membrani
vakuole bakteriji omogoči pobeg v naslednjo celico [35,64]. Na ta način se bakterija
pri imunsko oslabljenih osebah lahko razširi po celotnem organizmu [42]. Natančen
mehanizem delovanja in nastanka por LLO, ki omogočajo takšno invazivnost
bakterije, še nista povsem razjasnjena. Znano je, da LLO podobno kakor drugi
CDC-ji z domeno 4 prepozna membrano in se nanjo veže. Monomeri na membrani
se uredijo v oligomerno strukturo, ki se nato vgradi v membrano v obliki β-sodčka.
Pore CDC-jev so ene do sedaj največjih poznanih toksinskih por [27].
Namen doktorskega dela je bil podrobneje raziskati vpliv delovanja LLO na
lipidne membrane. Za spremljanje učinka LLO na lipidne membrane smo uporabili
membranski modelni sistem z GUV-i. Prednost GUV-ov je v tem, da so zaradi
njihove velikosti zelo dober modelni približek celicam in jih zato tudi lahko
spremljamo s pomočjo pretočne citometrije in konfokalne fluorescenčne mikroskopije.
Iz rezultatov pretočne citometrije smo razbrali, da LLO močno poškoduje membrano
GUV-ov, saj po dodatku LLO skorajda ni bilo več prisotnih GUV-ov, večjih od 3 µm.
Močen učinek smo opazili že pri 1 nM koncentraciji, z vǐsanjem koncentracije pa je še
naraščal. Za primerjavo smo uporabili PFT lizenin, ki spada v družino aerolizinov in
si zato evolucijsko ni blizu LLO, torej si ne delita podobnega mehanizma nastanka
por. Lizenin naredi pore, sestavljene iz devetih podenot, premera od 1.6 do 2.5
nm [55]. Po pričakovanjih glede na uniformnost nastanka por lizenina, slednji ni
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poškodoval membran kot LLO in so populacije GUV-ov ostale istih velikosti po
dodatku proteina. Pri rezultatih pretočne citometrije smo opazili, da se je po
dodatku proteinov GUV-om poleg prednjega sipanja, s katerim lahko določimo
velikost delcev, spremenilo tudi stransko sipanje, s pomočjo katerega lahko določimo
granulacijo in kompleksnost delcev [153]. Tako lahko zaključimo, da se je po dodatku
proteinov GUV-om povečalo stransko sipanje in se je s tem povǐsala granulacija in
kompleksnost GUV-ov. Iz teh podatkov pa ne moremo z gotovostjo trditi, kako se je
spremenila površina GUV-ov ter ali gre to pripisati vezavi proteinov na membrane
oziroma deformaciji membran. Pretočna citometrija je sicer dobro orodje za analizo
vezave proteinov na membrane, pri čemer lahko opǐsemo tudi spremembe v obliki
površine membran po vezavi proteinov, a je zato potrebno določiti indeks oblike
(angl. shape index ) iz intenzitete fluorescentnega signala v membranah veziklov [154]
ali iz večje količine podatkov o sipanju svetlobe za posamezen delec, kar lahko
dosežemo z uporabo skenirajočega pretočnega citometra (SFC, angl. scanning flow
cytometer), ki pomeri profile sipane svetlobe pod določenimi koti (LPS, angl.
angle-resolved light-scattering profile za posamezen delec [155]. Zanimivo je, da se
je stransko sipanje po dodatku lizenina GUV-om spremenilo manj kot po dodatku
LLO. Pri analizi permeabilizacije GUV-ov so FD-ji po dodatku lizenina prehajali
po pričakovanju glede na velikost pore, in sicer je lahko prehajal le FD 4 kDa, ne pa
tudi večji dekstrani. Po drugi strani, pa so po dodatku LLO v notranjost GUV-ov
hitro prehajali dekstrani vse do velikost 150 kDa. Slednji je za popolno napolnitev
GUV-ov potreboval 60 min, kar nakazuje na to, da LLO sčasoma povzroči vse več
poškodb na membrani, ki omogočijo prehod tudi večjim dekstranom. To smo lahko
nedvomuno sklepali s primerjavo rezultatov HS-AFM [144], kjer se je videlo, da
je LLO naredil pore v obliki lokov, ki so sčasoma postajali vse številčneǰsi in so
skupaj z aktivnimi monomeri nadalje poškodovali membrano, tako da so nastale
velike poškodbe na membrani. Ta opažanja so v skladu tudi z raziskavami, kjer
so opazovali aktivnost LLO ter pobeg bakterije L. monocytogenes iz fagosomov v
citoplazmo na časovni skali. Začetno nastajanje por LLO so opazili v prvih petih
minutah po vstopu bakterije v fagosom [156], medtem ko se je pobeg bakterije
v citosol zgodil do 30 min po vstopu bakterije v fagosom [157]. Z opazovanjem
fluorescenčnih proteinov izraženih v makrofagih so uspeli opaziti, da že po 15 min
po infekciji LLO povzroči dovolj velike pore, skozi katere lahko skozi membrano
vakuol prehajajo proteini [158]. Raziskave so prav tako pokazale, da LLO najprej
naredi majhne pore, ki omogočajo izmenjavo majhnih molekul, na primer protonov
in kalcijevih ionov, kar prepreči fuzijo fagosomov z lizosomi in tako bakterija pridobi
čas, da uide iz fagosomov pred degradacijo [159]. Opisano raziskave so v skladu z
našimi opažanji o časovni odvisnosti nastajanja poškodb LLO na membranah.
S spremljanjem permeabilizacije FD-jev smo potrdili tudi holesterolno odvisnost
LLO [44], saj pri le 10 mol% holesterola v membrani FD 70 kDa ni prehajal tako
hitro in učinkovito kot pri 20 mol% holesterola. Z opazovanjem GUV-ov po dodatku
LLO smo na slikah opazili zmanǰsano število in velikost GUV-ov v primerjavi s
kontrolo brez dodatka LLO, kar potrjuje opažanja s pretočno citometrijo. Iz vseh
teh opažanj lahko sklepamo, da LLO povzroči velike poškodbe na membrani, kar
vodi do propada veziklov in v biološkem sistemu do propada fagolizosomov, slednje
lahko omogoči, da se bakterija sprosti v citosol gostiteljske celice in se širi naprej
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po organizmu (Slika 26). S tem lahko hipotezo, da LLO deluje z mehanizmom, ki
poruši integriteto membran v večjem obsegu, kar vodi do propada veziklov oziroma
fagolizosomov, potrdimo. In če povzamemo vse rezultate, lahko LLO pripǐsemo novo
oznako, nič več ”Švicarski vojni nož Listerije” [42], ampak kar ”Listerijski bombnik”.
Slika 26: Shema delovanja LLO na lipidne membrane. Membrana vezikla oziroma
fagolizosoma je prikazana s sivo barvo, z rumeno barvo je predstavljena bakterija Listeria
monocytogenes. Z modro barvo je predstavljen LLO s pogledom od zgoraj. (1) Bakterija,
ki vstopa v gostiteljsko celico s fagocitozo [151], izloča LLO znotraj fagolizosoma, kjer je
optimalen pH za delovanje LLO [43, 44]. LLO se veže in oligomerizira na membranah. (2)
Tvori se predpora, ki se nato vgradi v membrano, da nastanejo pore. Te so večinoma v obliki
lokov [55,144]. (3) Sčasoma nastaja na membrani vse več por, ki se zlivajo in tako povečujejo
poškodbe na membrani. Dodatno lahko monomeri LLO delujejo iz robov membran v pori,
kar tudi povečuje poškodbe membrane. (4) Ogromne poškodbe membrane vodijo do propada
veziklov oziroma fagolizosomov, ker lahko bakteriji omogoči pobeg iz fagolizosoma v citosol
gostiteljske celice [144], kjer se podvojuje in širi v sosednje celice [35,64].
5.2 Posebnosti vezave in nastanka por LLO
LLO je zaradi povzročanja nastanka velikih por oziroma poškodb na membrani
zanimiv za biotehnološko uporabo, saj omogoča sproščanje velikih bioloških molekul
iz sistemov z vezikli, kar pa ni mogoče pri pogosto uporabljenih PFT-jih, kot sta
lizenin ali α-hemolizin. V našem laboratoriju smo pripravili mutant LLO Y406A,
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ki zaradi pH odvisnega delovanja omogoča še dodatno regulacijo nastanka por [58].
S poskusi permeabilizacije GUV-ov s FD-ji ob dodatku Y406A smo ugotovili, da
dekstrani prehajajo skozi pore, ki jih naredi Y406A, v praktično enakem obsegu
kakor v primeru por, ki jih naredi LLO. Na ta način smo se prepričali, da je Y406A,
podobno kot LLO, uporaben v biotehnoloških aplikacijah za dostavo velikih bioloških
molekul, a še z dodatno prednostjo, ki omogoča sproščanje vsebine v odvisnosti s
pH.
Izredno zanimivi za uporabo v biotehnoloških aplikacijah so tudi arhejski lipidi.
Ti imajo zaradi visoke stabilnosti pri visokih pritiskih in temperaturah, dodatno
prednost, kar jih naredi odlične kandidate za uporabo v dostavnih sistemih [160].
Ugotovili smo, da z vgradnjo holesterola v arheosome dodatno povečamo njihovo
stabilnost [161] in pri tem prǐsli do presenetljivih odkritij o vezavi LLO na arhejske
lipide. LLO kot tudi Y406A sta se vezala na arheosome brez holesterola, poleg tega
pa sta bila sposobna povzročiti funkcionalno nastajanje por. Do sedaj je namreč
veljalo, da je za vezavo in nastanek por LLO potreben holesterol. Naši rezultati
pa kažejo na dodatno vezavno mesto LLO. Predvidevamo, da gre za vezavo na
sladkorne komponente arhejskih lipidov, ker so arhejski lipidi tesno pakirani skupaj
v lipidnem dvosloju in sta sladkorja (inozitol in glukoza), ki sta na glavah arhejskih
lipidov, najbolj dostopni mesti za vezavo LLO. Predvidevamo, da pri vezavi LLO na
sladkor niso vključeni triptofani v domeni 4, za katere velja, da so vključeni pri vezavi
na holesterol [162], saj pri meritvah fluorescentnih spektrov ni bilo možno zaznati
pomembnih razlik v primerjavi arheosomov z ali brez holesterola [161,163]. Prav tako
tudi pri pneumolizinu iz družine CDC-jev, ki je sposoben interakcije z manozami,
niso opazili pomembnih interakcij med triptofani in manozami [164,165]. V družini
CDC-jev poznamo še enega predstavnika, ki poleg holesterola prepoznava sladkorje
v membranah. To je streptolizin O, ki interagira z glikani na membranah [162].
Najnoveǰse raziskave so potrdile tudi vezavo LLO na glikane, in sicer na C-serijo
gangliozidov GT2. Pri tem so odkrili tudi, da fosfatidilserin (PS) tekmuje za vezavo
na holesterol, kar kaže na isto vezavno mesto PS in holesterola, medtem ko PS ne
tekmuje za vezavno mesto na glikane [166]. Vse to potrjuje domnevo, da ima tudi
LLO dodatno vezavno za sladkorje, ki je najverjetneje drugačno od vezavnega mesta
za holesterol in tako za prepoznavo in vezavo vključuje druga zaporedja v domeni 4.
5.3 Sintezno biološki pristopi za uravnavanje aktivnosti
LLO na membranah
5.3.1 IVTT v GUV-ih
Cilj doktorskega dela je bil s sintezno biološkimi pristopi ustvariti takšen sistem, ki bi
omogočal uravnavanje aktivnosti LLO na lipidnih membranah glede na spremembe
v okolici. Poskusili smo pripraviti preprosto umetno celico, kjer bi od pH odvisni
Y406A znotraj GUV-ov nastal po aktivaciji IVTT. Zaradi visokega pH v notranjosti
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GUV-ov bi se Y406A aktiviral in sprostil vsebino vezikla šele ob znižanju pH
v notranjosti vezikla kot odgovor na zunanji dražljaj (npr. obsevanje z določeno
valovno dolžino).
Tekom doktorskega dela smo optimizirali tako pripravo konstruktov za izražanje
v GUV-ih kot tudi pripravo GUV-ov za izražanje proteinov v njihovi notranjosti. Pri
izražanju fluorescenčnih fuzijskih proteinov sta največjo oviro predstavljali dejstvi,
da je iz genskega zapisa za fuzijski protein nastalo tudi več kot 50 % samega
fluorescenčnega proteina ter da je bila hemolitična aktivnost LLO in Y406A do
10-krat nižja s fuzijskim partnerjem. Slednje gre najverjetneje pripisati dejstvu,
da EGFP oziroma mCherry zaradi svoje velikosti, 28 kDa, ovira delovanje LLO.
Na to nakazuje tudi rezultat, da je bila produkcija oziroma aktivnost najbolǰsa
v primeru dalǰsega in fleksibilneǰsega GGGSGGGSPR povezovalca, manj pa pri
kraǰsih povezovalcih. Fluorescenčni protein je na LLO pripet na D1. Interakcije
med D1 domenami monomerov LLO imajo pomembno vlogo pri oligomerizaciji [19],
poleg tega so na primeru PFO odkrili, da stabilnost stične površine med D3 in D1,2
direktno vpliva na aktivacijsko energijo, potrebno za nastanek pore [21]. Iz tega
lahko sklepamo, da fluorescentni fuzijski partner na D1 nekoliko ovira strukturne
spremembe LLO, ki so potrebne za oligomerizacijo oziroma nastanek pore.
Metodo priprave GUV-ov z vodno-oljno emulzijo smo uspeli optimizirati do te
mere, da smo uspeli pridobiti zelo velike arhejske GUV-e velikosti preko 200 µm,
ki so ostali stabilni tudi do 70 h po pripravi in so v notranjosti vsebovali izražene
proteine. V GUV-ih smo z IVTT uspešno izrazili fuzijske proteine, katerih nastajanje
in lokacijo smo spremljali s fluorescenco EGFP oziroma mCherry. V primeru
mCherry-LLO smo fluorescenčni signal poleg signala v lumnu arhejskih GUV-ov
zaznali tudi na membrani, kar kaže na prisotnost funkcionalnih fuzijskih proteinov,
kjer se je LLO vezal na membrano. Na žalost pa vezave na membrano nismo zaznali
v primeru mCherry-Y406A ter EGFP-LLO in EGFP-Y406A. Možnih vzrokov je
več. Ker nastaja velika količina samega fluorescenčnega proteina brez fuzijskega
partnerja, je lahko to vzrok, da ne nastane zadostna količina fuzijskih proteinov,
ki bi jih uspeli zaznati z mikroskopijo. Možno je, da se fuzijski proteini ne vežejo
oziroma zelo slabo vežejo, saj smo videli, da je aktivnost teh proteinov tudi 10-krat
nižja od LLO oziroma Y406A. Pri nastanku emulzije z notranjo raztopino GUV-ov,
ki vsebuje vse komponente za IVTT, lahko prihaja do neenakomerne porazdelitve
komponent IVTT, kar zmanǰsa učinkovitost reakcije v GUV-ih in s tem prenizko
koncentracijo nastalih proteinov, ki bi jih lahko zaznali. V predhodnih raziskavah so
ugotovili, da zgolj okoli 20 % pripravljenih veziklov, z metodo prenosa vodno-oljne
emulzije, vsebuje ustrezno vsebino za optimalno sintezo proteinov [167]. Možen
razlog za nezadostno vezavo proteinov na membrano je tudi kopičenje ostankov olja
na površini lipidnega dvosloja GUV-ov. Pri uporabi metod, ki za pripravo veziklov
uporabljajo v olju raztopljene lipide, so raziskovalci opazili ostanke olja na površini
membran, ki so motili vgradnjo membranskih proteinov [168,169].
Pokazali smo, da se LLO ter Y406A lahko vežeta in delujeta na arheosomih brez
holesterola, a bi prisotnost holesterola v membrani dodatno spodbudila vezavo in
aktivnost proteinov proizvedenih z IVTT znotraj GUV-ov. Izkazalo se je, da po
metodi prenosa vodno oljne emulzije nismo uspeli pripraviti GUV-ov z zadostno
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količino holesterola. Holesterol ne vsebuje hidrofilne glave kot drugi lipidi in zato pri
pripravi v večjem delu ostaja v oljni fazi, saj se ne izoblikuje v monosloj na mejo
med oljem in vodo, iz česar nastane lipidni dvosloj [170]. V eni izmed raziskav, ki je
vključevala pripravo veziklov iz vodno-oljne faze, so ocenili, da se vgradi manj kot 1 %
holesterola v membrane [171]. Zaradi vseh omejujočih dejavnikov dela na GUV-ih z
IVTT nismo nadaljevali. Kljub temu pa smo uspeli optimizirati protokol za pripravo
GUV-ov s prenosom vodno oljne emulzije na številnih stopnjah priprave, ki bodo
lahko v veliko pomoč pri pripravi takšnih veziklov za druge aplikacije. Kolikor nam
je znano, smo prvi, ki smo uspeli pripraviti GUV-e z metodo prenosa vodno-oljne
emulzije iz arhejskih lipidov in prvi, ki smo uspeli izraziti LLO ter Y406A z IVTT
znotraj GUV-ov.
5.3.2 Proteinska logična vrata na membrani
Še naprej smo sledili cilju, da bi ustvarili sistem, ki bi omogočal uravnavanje
aktivnosti LLO na lipidnih membranah glede na spremembe v okolici. To smo
uspeli z vpeljavo sistema proteinskih logičnih vrat na membrani. Uporaba logičnih
vrat v sintezni biologiji je zelo razširjena, vendar so v logične funkcije vključeni
predvsem DNA, RNA in encimi [125–135,172,173]. Uporaba membranskih proteinov
in lipidnih membran pa je zelo omejena zaradi oteženega dela s kompleksnimi
membranskimi proteini in membranami [174–177]. Razlog tiči predvsem v tem,
da imajo membranski proteini posebne strukturne lastnosti ter tudi v tem, ker je
membranski lipidni dvosloj zelo kompleksen [178].
PFT-ji so odlična izbira pri ustvarjanju proteinskih logičnih vrat na membranah,
saj so kot monomeri dobro topni ter se specifično vežejo na membrane, kjer
oligomerizirajo in naredijo transmembranske pore. PFT-ji so odlični kandidati za
uporabo v sistemu z vezikli, saj lahko na račun svoje biološke aktivnosti specifično
sprostijo vsebino vezikla, npr. pri dostavi zdravil ali uravnavanju biotehnoloških
procesov. Do sedaj so, podobno kot pri ustvarjanju umetnih celic, izmed PFT-jev
za dizajn logičnih vrat uporabili zgolj α-hemolizin [172, 174], katerega premer pore
je okoli 1.4 nm. Za uporabo v biotehnologiji pa so izjemno zanimivi tudi PFT-ji iz
družine CDC-jev, kot na primer LLO, saj naredijo izredno velike pore, ki omogočajo
prehod večjih molekul.
V doktorskem delu smo v logična vrata vključili tako proteine kot tudi membrane.
Uporabili smo od pH odvisen mutant Y406A, njegov inhibitor D22 ter membrane
veziklov. Na ravni proteinov logična vrata z Y406A ter D22 delujejo pod pogojem
NOR, saj ne sme biti prisoten niti inhibitor D22 niti pH vǐsji od 7.4 za aktivnost
Y406A. Na membrani smo uspeli pripraviti proteinska logična vrata z dvema
različnima logičnima funkcijama, AND in OR-AND. Razlikujejo se v uporabi lipidov
s katerimi je konjugiran D22 na membrano. Pri AND logičnih vratih je D22
konjugiran ireverzibilno z maleimidov in je tako za aktivacijo Y406A potreben
nizek pH ter prisotnost MMP-9 za cepitev D22. Pri OR-AND logičnih vratih
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je D22 konjugiran z disulfidno vezjo na membrano in tako omogoča cepitev z
reducentom TCEP ali (OR) MMP-9. Za aktivacijo Y406A je potreben še (AND)
nizek pH. Pomembni koraki pri uspešni pripravi logičnih vrat so bili ustrezna
priprava konstruktov D22 za vezavo na membrano in cepitev, optimizacija količine
MMP-9 in reducenta TCEP, ki sta še omogočala cepitev in hkrati imeli čim
manǰsi vpliv na ostale komponente v sistemu. Pomembna je bila tudi izbira
povezovalca PEG med lipidno glavo in D22, ki je omogočal večjo fleksibilnost D22 na
membrani in bolǰso dostopnost D22 za MMP-9. Poskuse smo izvedli na mikrotitrnih
ploščah, kjer spiranje inhibitorja ni možno, zato so odzivi manǰsi, a kljub temu
nedvoumno pokažejo na delovanje logičnih vrat. S temi rezultati lahko hipotezo, da
z inženiringom listeriolizina O lahko ustvarimo konstrukte, ki omogočijo specifično
odpiranje oziroma zapiranje por pri spremembah zunanjih dejavnikov, za namene
uravnavanja biotehnoloških procesov, tudi potrdimo.
5.3.2.1 Uporabnost proteinski logičnih vrat na membrani
Sistem z AND ter OR-AND logičnimi vrati kot smo ga pripravili med potekom
doktorskega dela se odziva na pH, proteinaze in redoks potencial v okolju. Takšen
sistem je dobra osnova za nadaljnje delo, saj je zelo modularen in ga je mogoče
pripraviti tako, da se odziva tudi na druge vstopne signale (encime, proteaze,
svetlobo, itd.). Dodatna prednost sistema z LLO so ogromne pore, ki omogočajo
sproščanje velikih bioloških molekul, kar kakor je nam znano, do sedaj še ni bilo
razvito. Takšen sistem bi bilo možno uporabiti za najrazličneǰse aplikacije (Slika 27).
Na primer za tarčno dostavo zdravil do rakavih celic, ker je v njihovi okolici večja
koncentracija metaloproteinaz ter kisel pH. Sistem bi bilo možno še dodatno opremiti
z označevalci na membrani, ki bi tarčno vodili do rakavih celic [179]. Uporaba bi
bila možna tudi v različni sintezno bioloških ter biotehnoloških aplikacijah, kjer
je potrebno, da se sistem sam specifično odziva na spremembe v okolju (npr.
samoregulacija umetne celice). Tako bi nadgradili najnoveǰse poskuse ustvarjanja
umetnih celic z vključevanjem več osnovnih bioloških funkcij [180]. Ustvarjen sistem
bi bilo možno uporabiti kot orodje za detekcijo molekul [181], kot so encimi in
proteinaze oziroma detekcijo drugih okoljskih signalov, kot sta svetloba in redoks
potencial. Proteinska logična vrata na membrani bi bilo možno uporabiti tudi v
sistemih, kjer so se do sedaj razvijala zgolj proteinska logična vrata, kot na primer
pri razvijanju bio-računalnǐskih sistemov [182], v bio-računalnǐskih sistemih za
diagnosticiranje bolezni [183], v bio-računalnikih za detekcijo bioloških molekul [184],
v bio-elektronskih napravah [185, 186], pri razvijanju bio-računalnǐskih varnostnih
sistemov kot je ključ na tipkovnici [187], in celo pri razvoju obnovljivih virov energije
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Slika 27: Možnosti uporabe logičnih vrat na membrani.
Sintezno biološki pristop, ki smo ga uporabili med potekom doktorske
disertacije, vključuje načrtovanje in konstruiranje novih bioloških delov, angl.
”bottom-up”pristop. Naše delo se uvršča na področje in vitro sintezne biologije
membran in membranskih proteinov. Sintezno biološke sisteme, ki smo jih razvili, bi
bilo možno uporabiti kot naprave za in vitro in in vivo dostavo, detekcijo, diagnostiko
in kot ogrodje za nadaljnji razvoj umetnih celic ter membranskih sistemov z logičnimi
vrati.
Zaključki
– LLO poleg nastajanja por povzroči tudi večje poškodbe na membranah GUV-ov,
ki vsebujejo holesterol, kar vodi v propad veziklov, večjih od 3 µm.
– Poškodbe, ki nastanejo na površini membran ob nastajanju por LLO, sčasoma
naraščajo in omogočajo prehod velikih bioloških molekul (FD 150 kDa) skozi
membrane GUV-ov.
– Biološka vloga poškodb LLO na membranah najverjetneje omogoča bakteriji
pobeg iz fagolizosmov, ki razpadejo kot posledica delovanja LLO.
– Mutant LLO Y406A, ki ima od pH odvisno delovanje, omogoča prehod velikih
molekul skozi membrano GUV-ov, primerljivo z LLO, zaradi česar je zanimiv za
uporabo v biotehnoloških aplikacijah.
– LLO in Y406A se lahko vežeta in delujeta na vezikle, sestavljene zgolj iz
arhejskih lipidov, kar kaže, da LLO poleg holesterola lahko prepoznava tudi druge
komponente membrane. Pri arhejskih lipidih gre najverjetneje za prepoznavo in
vezavo na sladkorje.
– Uspeli smo pripraviti konstrukte za fuzijske proteine mCherry-LLO,
mCherry-Y406A, EGFP-LLO ter EGFP-Y406A, ki so bili aktivni po sintezi z
IVTT.
– Optimizirali smo metodo prenosa vodno-oljne emulzije do te mere, da smo prvi
proizvedli zelo velike arhejske GUV-e, znotraj katerih so se z IVTT izražali LLO
in Y406A v fuziji s fluorescenčnimi proteini.
– Na ravni proteinov smo pokazali specifično delovanje NOR vrat, kjer je za
aktivacijo oziroma nastajanje por Y406A potrebna odsotnost inhibitorja D22 ter
vrednost pH ne sme biti nad 7.4.
– Proteinska logična vrata smo uspešno prenesli na membrane, tako da so se na
zunanje dražljaje odzivala z AND in z OR-AND logičnimi funkcijami. AND
logična vrata so pogojevala delovanje Y406A s prisotnostjo nizkega pH ter
MMP-9. Slednja je bila potrebna za cepitev D22C s površine veziklov. OR-AND
logična vrata so aktivirala nastajanje por Y406A ob cepitvi D22C s površine
veziklov z reducentom TCEP ali (OR) MMP-9, in (AND) zakisanju okolice.
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78 6 Zaključki
Z naštetimi rezultati lahko potrdimo obe hipotezi:
– Listeriolizin O deluje z mehanizmom, ki poruši integriteto membran v večjem
obsegu, kar vodi do propada veziklov oziroma fagolizosomov.
– Z inženiringom listeriolizina O lahko ustvarimo konstrukte, ki omogočijo specifično
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